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IN F O R M A C JA  D L A  A U T O R Ó W

Postępy Biochemii publikują artykuły referatowe ze wszystkich  
dziedzin biochemii nie drukowane w  innych czasopismach. Artykuły  
drukowane w  Postępach Biochemii nie mogą być bez zgody Redakcji 
publikowane w  innych czasopismach. Artykuły są honorowane wg usta­
lonych stawek. Autorzy otrzymują bezpłatnie 25 odbitek pracy; żąda­
nie dalszych odbitek (płatnych) należy zgłosić pisem nie nadsyłając 
pracę. Autora obowiązuje korekta autorska. Koszty zmian tekstu w  ko­
rekcie, poza poprawkami błędów drukarskich ponosi autor.

Redakcja zastrzega sobie możność wprowadzenia skrótów i popra­
wek nie wpływających na treść pracy.

Forma maszynopisu. Maszynopis pracy i wszelkie załączniki należy 
podsyłać w  dwu egzemplarzach. Maszynopis powinien być napisany 
jednostronnie, z podwójną interlinią, z marginesem ok. 4 cm po lewej 
i ok. 1 cm po prawej stronie oraz z numeracją stron. Na pierwszej 
stronie należy zamieścić tylko: imiona (w pełnym brzmieniu) i na­
zwiska autorów, ich stopnie i tytuły naukowe wraz z nazwami placówek  
naukowych, tytuł pracy w  języku polskim i angielskim oraz omówie­
nie tematu pracy w języku angielskim (najwyżej 5 wierszy maszyno­
pisu).

Rozdziały w  tekście należy oznaczyć numeracją rzymską a podroz­
działy — arabską. Tytuły nie wydzielone z tekstu nie powinny być nu­
merowane.

W tekście nie należy zamieszczać żadnych tablic, rysunków, sche­
matów i wzorów. W żądanym miejscu należy pozostawić wolny wiersz 
i oznaczyć: Tablica 1, Rys. 1, Schemat 1 lub liczbą rzymską w  nawia­
sie — numer odpowiedniego wzoru. W tekście należy odwołać się do 
numeracji wzoru po słownym wymienieniu związku, np.: kwas gluta­
minowy (I).

Powołując się na literaturę należy podać w  tekście, w  nawiasie, 
kolejny numer pozycji w  spisie literatury.
Załączniki do tekstu. Każdy załącznik należy dołączyć na odzielnej 
kartce, opatrzony kolejnym numerem odpowiadającym użytemu w  tekś­
cie np. Tablica 1, W zórl, Rys. 1 lub Schemat 1. Fotografie i wykresy  
należy oznaczyć jako rysunki. Wszystkie załączniki należy oznaczyć 
u góry nazwiskiem autora i początkowymi wyrazami tytułu pracy.

Tablica powinna zawierać nagłówek opisujący jej treść, jej rubry­
ki powinny być zaopatrzone w  odpowiedni tytuł.

Podpisy i objaśnienia pod rysunkami i schematami powinny być 
dołączone na oddzielnej kartce. Oznaczenia, których nie można napisać 
na maszynie należy wyraźnie nanieść czarnym tuszem. W fotografiach  
i wykresach należy oznaczyć „górę” i „dół”.
Literatura.  Wykaz literatury należy wypisać oddzielnie, na ostatnich 
stronach maszynopisu, w  alfabetycznej kolejności nazwisk autorów.
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Post.  Blochern.  14, 3—25 (1968)

N IN A  W OŁO SOW ICZ*, LEO K AD IA  JA R O SZE W IC Z  **, 
STEF AN  N IE W IA R O W SK I  ***

Biochemia układu fibrynolitycznego osocza krwi

The Biochemistry of Fibrinolytic System of Blood Serum

The activation and inhibition of fibrynolytic system as well as some physiological 
aspects of fibrynolysis are discussed.

Proteolizę fib ryny  we krw i lub roztw orach pod wpływ em  enzymów 
obecnych w osoczu określa się m ianem  fibrynolizy. Na fibrynolityczne 
i pro teo lityczne właściwości krw i zwrócono uwagę pod koniec XIX wieku. 
W roku 1893 D a s t r  e (74) zauważył, że skrzepy  krw i mogą być up łyn­
nione przez n iek tóre paciorkowce, a 10 lat później D e l e z e n n e  i P o ­
z ę  r s k i (77) opisali zjawisko hydrolizy kazeiny i żelatyny  przez suro­
wicę krwi. W tym  sam ym  czasie H e d i n (96) frakcjonując białka 
surow icy za pcm ocą siarczanu amonu stw ierdził we frakcji globulinowej 
obecność proteazy silnie traw iącej pepton, zaś we frakcji album inow ej 
obecność inh ib itora ham ującego działanie tego enzymu. W roku 1908 
N o l  f (181) w ysunął pogląd, że fibrynoliza jest spowodowana działaniem  
czynników proteolitycznych, k tó ry  nie został wówczas powszechnie p rzy ­
jęty . W latach  1922— 1937 fibrynolizą zajm ował się polski badacz R o - 
z e  n m a  n n  (211, 213), k tó ry  poruszył zagadnienia jej fizjologicznej roli, 
jej związku z krzepnięciem  krw i oraz roli inhibitorów  fibrynolizy. 
Uważał on, że układ fibrynolityczny osocza składa się z enzym u —* 
trcm bolizyny i z inhibitora — trom boliginy. W latach  1929— 1936 
rosyjscy badacze B o g o m o ł o w a ,  K a r t a w o w a  (47) i Y u d i n  
(252) stw ierdzili dużą aktyw ność fibrynolityczną we krw i osób zm arłych

* Dr, st. asystent Zakładu Chemii Fizjologicznej Akademi Medycznej w Białym ­
stoku.

** Dr, adiunkt Zakładu Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej w  Białym ­
stoku.

*** Doc. dr med. kierownik Zakładu Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej 
w  Białymstoku.

Wykaz używanych skrótów: SK — streptokinaza, EACA — kwas e-am ino- 
kapronowy, TAMe — ester metylowy tosyloargininy, LEe — ester etylowy lizyny,. 
AMCHA — kwas 1,4-aminometylocykloheksanokarboksylowy, PAMBA — kwas 
p-aminometylobenzoesowy, SBTI — inhibitor trypsyny z soji, ITT — inhibitor tryp- 
syny z trzustki.

http://rcin.org.pl



4 N . W OŁOSOW ICZ I W SP . [2]

śm iercią nagłą. W roku 1933 T i l l e t  i G a r n e r  (235) w yodrębnili 
z przesączu hodowli paciorkowców streptokinazę, substancję powodu­
jącą fibrynolizę skrzepów. Jednak  dopiero w  latach czterdziestych 
M i l s t o n e  (163), K a p l a n  (115) oraz C h r i s t e n s e n  i M a c  
L e o d  (62) w yjaśnili, że strep tok inaza nie ma właściwości fibrynolitycz- 
nych, powoduje natom iast aktyw ację plazm inogenu. A ktyw acja prze­
kształca nieczynny plazm inogen w czynny enzym  pro teo lityczny  — plaz- 
minę, k tórej zasadniczą funkcją jest rozpuszczanie skrzepów osocza krwi. 
Plazm ina powoduje hydrolizę fibrynogenu, fib ryny  i n iek tó rych  innych 
białek osocza krw i. T raw i ona także kazeinę i żelatynę (220) oraz estry  
lizyny i argininy (145, 208, 238). N iektóre białka, na przykład kolagen, 
nie są traw ione przez plazm inę (128). Plazm inogen może być aktyw o­
w any do plazm iny przez różne ak tyw ato ry  in vivo  i in vitro. A ktywność 
proteolityczna i fibrynolityczna plazm iny jest ham ow ana przez szereg 
różnych inhibitorów. Istn ieją  również swoiste inh ib ito ry  ak tyw acji p laz­
m inogenu na przykład kwas £-am inokapronowy (EACA).

Układ fibrynolityczny w raz z jego ak tyw atoram i i inh ib itoram i przed­
staw iono na rysunku  1.

Plazm inogen można oznaczać pośrednio aktyw ując go do plazm iny

Plazminogen

Plazminogen 
(Pro aktywator)

Streptokinaza

Aktywator

EACA

I EACA

Urokinaza

— | Stafyloktnaza

1 EACA 1
Aktywator tkankowy

| EACA | | EACA |

UrT\

Plazmina

| EACA

QZD
Proteoliza F ib ry n o liz a

F ibrynogenoltza

Rys. 1. Układ fibrynolityczny osocza. Na schemacie uwzględniono działanie inhi­
bitorów fibrynolizy: kwasu e-aminokapronowego (EACA) i inhibitora trzustkowego

trypsyny (ITT)
D efin icje  i synonim y: P lazm ina — fibronylizyna — aktyw na form a proteazy krw i. P lazm ino­
gen — profibrynoliza — prekursor plazm iny. A ktyw atory plazm inogenu — czynnik i działające  
bezpośrednio na plazm inogen, zm ieniające go na czynną plazm inę. Proaktyw ator — substancja  
reagująca ze streptokinazą, w  w yn ik u  czego pow staje ak tyw ator p lazm inogenu. P roak tyw a­
to r  jest praw dopodobnie id en tyczn y  z p lazm inogenem . Inhib itory — substancje ham ujące  

konw ersję p lazm inogenu na p lazm inę lub działanie plazm iny na fibrynogen  i fibrynę.
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[3] U K Ł A D  F IB R Y N O L ITY C Z N Y  O SO CZA 5

i oznaczając jej aktyw ność fibrynolityczną, proteolityczną lub estera- 
zową (zależnie od użytego substratu). M iarą aktyw ności plazm iny, 
plazm inogenu, aktyw atorów  i inhibitorów  jest najczęściej czas lizy 
fibrynow ego skrzepu. Można m ierzyć czas lizy skrzepu rozcieńczonej 
pełnej k rw i (43) lub osocza (86) względnie czas fibrynolizy  euglobulin 
osocza (118, 134). Stosuje się także pom iar pow ierzchni straw ionego pola 
fib ryny  na p ły tkach  fibrynow ych (21, 144), spektrofotom etryczne ozna­
czenia fibrynolizy  (240) i technikę trom boelastograficzną (99, 117). Mimo 
m niejszej swoistości kazeiny jako substra tu , szeroko stosowana jest, 
zwłaszcza do oceny oczyszczonych preparatów , m etoda kazeinolityczna, 
pow tarzalna i dokładniejsza od m etod fibrynolitycznych. Szybkość 
hydrolizy  kazeiny jest proporcjonalna do zaw artości plazm iny. M iarą 
aktyw ności jest ilość produktów  hydrolizy rozpuszczalnych w kwasie 
trójchlorocctow ym . Ilość uw olnionych peptydów  można oznaczać kolory­
m etrycznie lub spektrofotom etrycznie, najczęściej p rzy  użyciu odczyn­
nika Folin-Ciocalteau reagującego z tyrozyną. Istn ieje  w iele m odyfikacji 
m etody kazeinolitycznej .(15, 78, 85, 97, 109, 162, 167, 170, 200, 218, 243).

Do oznaczania aktyw ności plazm inogenu i plazm iny stosuje się także 
syntetyczne su b s tra ty  jak estry  arg in iny  i lizyny (208, 238). Esteroli- 
tycza aktyw ność plazm iny nie jest jednak rów noległa do aktyw ności 
proteolitycznej (154). Inne enzym y na przykład trom bina także posiadają 
aktyw ność esterazow ą. Esterazowej m etody można używać w badaniach 
kinetycznych jedynie oczyszczonych układów  (220).

I. Preparatyka plazminogenu i plazminy

Plazm inogen jest białkiem  w ytrącającym  się we frakcji euglobuli- 
nowej z rozcieńczonego osocza w pH  5,3 lub przy  30% nasyceniu sia r­
czanem am onu z osocza nierozcieńczonego. Około 20 la t tem u uzyskano 
z osocza i surow icy krw i częściowo oczyszczone p rep a ra ty  plazm inogenu
0 niskiej sw oistej aktyw ności (81, 152, 210). W 1949 roku R e m m e r t
1 C o h e n  (200) otrzym ali 136— 165-krotnie oczyszczony p repara t plaz­
m inogenu z osocza krw i ludzkiej, stosując p recyp itację  w pH 5,3 
i adsorpcję na kaolinie. O bserw ując zachow anie się p repara tów  plazm i­
nogenu w czasie oczyszczania w yrazili oni przypuszczenie, że plazm ino­
gen ma tendencję  do koprecypitacji z innym i białkam i, co może znacznie 
u trudniać jego oczyszczenie. Tendencja do koprecyp itacji w yraźnie spada 
przy niskich w artościach pH, przy k tórych  ludzki plazm inogen jest roz­
puszczalny i dosyć stabilny. Metodę opartą  na ekstrakcji plazm inogenu
0,2N H2S 0 4 z III frakcji Cohna opracow ali C h r i s t e n s e n  i S m i t h  
(63) uzyskując 250-krotnie oczyszczony p repara t. U lepszył ją K l i n e  
(123), uzyskując 425-krotny wzrost aktyw ności p repara tów  plazm inogenu 
w porów naniu z surowicą. M etoda K line’a była przez w iele la t s tan d a r­
dową m etodą otrzym yw ania wysoko oczyszczonych prepara tów  ludzkiego
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6 N . W OŁOSOW ICZ I W SP . [4]

plazm inogenu; opublikowano wiele jej m odyfikacji (66, 94, 184, 218, 224). 
Uzyskiwane p rep ara ty  były słabo rozpuszczalne w pH  4 do 9, praw do­
podobnie w w yniku denaturującego działania stosunkowo silnego kwasu 
(pH 2) lub zasady (pH 11) stosow anych podczas p reparatyk i.

Do oczyszczania plazm inogenu próbowano stosować i inne m etody na 
przykład m etodę frakcjonow ania rivanolem  (231). A l k j a e r s i g  i wsp. 
(14) i H a g a n (95) opisali wpływ  różnych w-aminokwasów na rozpusz­
czanie plazm inogenu w pH  5,5. W ykorzystując ich obserw acje K l i n e  
i F i s h m a n  (125) zm odyfikowali oryginalną m etodę K line’a (123) 
stosując w ytrącanie  białek zanieczyszczających plazm inogen w pH  5,5 
w obecności lizyny i uzyskali p repara ty  o wyższej specyficznej ak tyw ­
ności i w yniki bardziej pow tarzalne.

W a l l e n  i B e r g s t r o m  (242) zastosowali chrom atografię na 
DEAE-celulozie do oczyszczania plazm inogenu używ ając do elucji plaz­
m inogenu z kolum ny buforu  zawierającego lizynę lub EACA. Uzyskany 
produkt był rozpuszczalny w obojętnym  pH. Metodę tę zmodyfikował 
W a l l e n  (243, 244) w prow adzając frakcjonow anie m etanolem  i s ia r­
czanem am onu w pH 4,0. Częściowo oczyszczone p repara ty  plazm inogenu 
chrcm atografow ano następnie na kolum nie z CM- lub TE A E -celulozą. 
P rep ara ty  po T E A E -celulozie sączono przez kolum nę Sephadex  G-200 
używając buforu octanowego o pH  4,5. D e r e c h i n  i wsp. (79) w y­
m yw ali plazm inogen z kolum ny z DEAE-celulozą buforem  zaw ierającym  
lizynę, a C o h l y  i S h u l m a n  (67) stosowali w tym  celu 0,04M octan 
amonu z 0,01M lub 0,05M roztw oram i lizyny. Do elucji plazm inogenu 
z kolum ny stosowano także 6M mocznik w obecności buforu  fosforano­
wego i lizyny. W tych w arunkach  odzyskiwano całkowicie białko, jednak 
aktyw ność właściwa uzyskanych frakcji była niska.

A l k j a e r s i g  (17) opisała dw ie m etody oczyszczania plazm inogenu 
ludzkiego: na kolum nie z DEAE-celulozą  i z DEAE Sephadex. A ktyw ­
ność preparatów  uzyskanych drugą m etodą była nieco wyższa i wyno­
siła od 180 do 230 jednostek kazeinowych na mg tyrozyny. P rep ara ty  
te w porów naniu z p reparatam i otrzym anym i przez kw aśną ekstrakcję 
były lepiej rozpuszczalne w obojętnym  pH  i bardziej stabilne. Porów ­
nanie własności fizycznych tych  preparatów  sugeruje, że zależnie od 
użytej m etcdy w yodrębniania plazm inogenu, może on występować 
w trzech s tru k tu ra ln y ch  form ach.

Wysoko oczyszczone p repara ty  plazm inogenu i plazm iny ludzkiej 
uzyskali R o b b i n s  1 S u m m a r i a  (204). O trzym ane m etodą K line’a 
p repara ty  poddali oni chrom atografii na kolum nie DEAE Sephadex, 
używ ając buforu  tris-lizyna o pH  9. W ym yw anie plazm inogenu ze 
w zrostem  siły jonowej dawało około 900-krotne oczyszczenie w porów­
naniu z wyjściową surow icą lub osoczem. Plazm inę uzyskiw ano przez 
aktyw ację proenzym u śladam i urokinazy w glicerolu i rozdział na ko­
lum nie DEAE Sephadex. Aktywność właściwa oczyszczonych p reparatów
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plazminogenu i plazminy wynosiła 19,5—21,4 jednostek kazeinowych na 
mg białka, lub 123 do 140 na mg azotu. W ydaje się, że najlepiej oczysz­
czone dotychczas preparaty  plazminogenu i plazminy ludzkiej uzyskali 
R o b b i n s i wsp. (205), drogą precypitacji w pH  6,2 i chromatografii 
na kolumnie DEAE Sephadex  a następnie Sephadex  G-100.

Większość opublikowanych prac dotyczy oczyszczania plazminogenu 
ludzkiego. Oczyszczano także plazminogen wołowy (38, 68, 73, 159, 253). 
Stosowano w tym celu wysalanie siarczanem amonu i wytrącanie  w  pH 
5,3 (253), precypitację siarczanem amonu i chromatografię na kolumnie 
z fosforanem wapnia (73) oraz chromatografię na kolumnie z DEAE  
celulozą i precypitację buforem fosforanowym o pH  7,6 (68) a także 
elektroforezę ciągłą (160).

Do oczyszczania plazminogenu wołowego stosowano także metodę 
K line’a (175). B e r g s t r o m  (38, 40) uzyskał wysoko oczyszczony plaz­
minogen wołowy (około 300-krotnie w porównaniu z osoczem) drogą 
precypitacji w pH  5,3, ekstrakcji plazminogenu EACA, frakcjonowaniu 
metanolem i siarczanem amonu oraz chromatografii na CM-celulozie. 
C h a n  i M e r t z  (58) wyodrębnili wysoko oczyszczone p repara ty  plaz­
minogenu wołowego i ludzkiego stosując kolum ny Sephadex  G-200.

II. Własności plazminogenu i plazminy

Własności fizyczne i chemiczne oczyszczonych preparatów  plazmino­
genu i plazminy zależą od stosowanych metod izolowania. Plazminogen 
uzyskany po kwaśnej ekstrakcji jest prawie nierozpuszczalny w buforze 
fosforanowym w obojętnym pH,  a wyodrębniony bez zastosowania kw a­
sów — rozpuszczalny (17). W ultrawirówce wysoko oczyszczone prepa­
ra ty  plazminogenu otrzym ywane za pomocą kwaśnej ekstrakcji (125) 
a także chromatografii kolumnowej (205) dawały pojedyńczy szczyt 
białkcwy, jednak w badaniach elektroforetycznych na żelu skrobiowym 
i poliakr.ylamidzie wykazywały heterogenność (60, 205). Plazminogen 
i plazmina są (3-globulinami, p rzy  czym plazminogen jest prawdopodobnie 
|32-glcbuliną, a plazmina — ^-g lobuliną  (204). Plazminogen i plazmina 
aktywowana urokinazą lub streptokinazą są immunologicznie identyczne. 
Ruchliwość elektroforetyczna plazminogenu i plazminy jest zbliżona, 
z tym  że ładunek plazminogenu jest bardziej ujem ny (205). S 1 o 11 a 
i G o n z a l e s  (227) badając własności aktywnego plazminogenu w y ­
odrębnionego z III-ciej frakcji  Cohna drogą absorpcji na fosforanie 
wapnia stwierdzili, że jest on glikoeglobuliną zawierającą około 92°/o 
białka, 5®/© heksozy, 2,8% heksozoaminy i 0,6% kwasu sialowego.

Plazminogen zawiera ugrupowania -S-S-, nie ma natomiast wolnych 
grup -SH. Działanie kwasami powoduje przejście plazminogenu bez 
stra ty  aktywności w pseudoglobulinę, polegające prawdopodobnie na 
zmianie s truk tu ry  drugo- i trzeciorzędowej. Dane dotyczące ciężaru
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cząsteczkowego plazm inogenu i plazm iny różnią się. Ciężar cząsteczkowy 
plazm inogenu otrzym anego m etodą K line’a obliczony na podstaw ie 
współczynników  sedym entacji i dyfuzji wynosi 143 000 a plazm iny 
108 000 (223). P u n k t izoelektryczny uzyskanego plazm inogenu leży w pH  
5,6, a plazm iny w  pH 6,2. A l k j a e r s i g  i wsp. (11, 13) uważają, że 
m echanizm  aktyw acji plazm inogenu do plazm iny jest au tokatalityczny  
i połączony z uw olnieniem  peptydów , a więc podobny do ak tyw acji try p - 
synogenu. S h u l m a n  i R i f e  (225) przeprow adzili badania nad 
peptydem  uw olnionym  w czasie aktyw acji plazm inogenu streptokinazą. 
Ten tak  zw any plazm inopeptyd jest m ieszaniną trzech składników  A, B 
i C o tym  sam ym  w spółczynniku sedym entacji a różnej ruchliwości 
elektroforetycznej. W czasie ak tyw acji plazm inogenu bez śtrep tokinazy  
zostaje także uw olniony peptyd lecz znacznie m niejszy (202). W edług 
D a v i e s  i E n g l e r t a  (75) ciężar cząsteczkowy plazm inogenu wynosi 
83 800. Jeżeli cdszczepiany w czasie aktyw acji peptyd stanow iłby 10°/o 
cząsteczki plazm inogenu, to ciężar cząsteczkowy plazm iny wynosiłby 
około 75 000 (127). Jednakże według R o b b i n s  i S u m m a r l a  (205), 
ciężar cząsteczkowy plazm inogenu i plazm iny jest tak i sam  (89 000 ± 
± 1  500), a zatem  jeżeli naw et w  czasie aktyw acji plazm inogenu przez 
streptokinazę lub urokinazę uw alniają się peptydy, to ich ciężar cząs­
teczkow y nie może być większy niż 3000—4000. W edług tych badaczy 
w czasie konw ersji plazm inogenu do plazm iny zachodzi praw dopodobnie 
zm iana trzeciorzędow ej s tru k tu ry , na co w skazuje w zrost w spółczynnika 
sedym entacji i współczynnika dyfuzji, chociaż ciężar cząsteczkowy po­
zostaje ten  sam. Na zmianę kształtu  cząsteczki w skazuje również zmiana 
współczynnika tarcia. Analiza aminokwasów plazm inogenu i plazm iny 
aktyw ow anej streptokinazą w ykazuje niew ielkie różnice. W iększe róż­
nice w ykazuje plazm ina aktyw ow ana urokinazą. Zaw iera ona m niej 
w aliny, leucyny, izoleucyny i fenyloalaniny (8— 15%), a więcej seryny  
i treon iny  (8— 10°/®) niż plazm inogen. Stała M ichaelisa plazm in aktyw o­
w anych urokinazą i strep tokinazą wynosi 0,02M estru  m etylowego 
p-tosylo-L-argininy (TAMe). Stała szybkości V wynosi 1 700 + 200 moli/ 
/m in/m ol enzymu.

C h a n  i M e r t z  (59) zbadali szczegółowo p rodukty  aktyw acji woło­
wego plazm inogenu za pomocą urokinazy. Sugeru ją  oni, że natyw ny 
plazm inogen przechodzi w czasie ak tyw acji w plazm inogen zmieniony, 
a ten  z kolei ak tyw uje  się na plazm inę I o stosunkow o niskiej ak tyw ­
ności. W szystkie te trzy  substancje m ają ten sam ciężar cząsteczkowy — 
80 000. Plazm ina I przechodzi w postać ak tyw ną — plazm inę II o cię­
żarze cząsteczkowym 62 000, ta z kolei przechodzi w  n iak tyw ny peptyd 
A o ciężarze cząsteczkowym  43 000.

W ysoko oczyszczony plazm inogen wołowy poddany elektroforezie na 
żelu skrobiowym  w ykazuje jedną lub dwie frakcje, obie z aktyw nością 
plazm inogenową (38). C iężar cząsteczkowy wołowego plazm inogenu w y­
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nosi 84 000, a punkt izoelektryczny leży w pH około 8. Sekw encja am ino­
kw asów  od strony  N-końcowego am inokw asu jest następująca: Asp, Leu 
(lub Ileu), Leu (lub Ileu), Asp (39). A ktyw acja hom ogennej frakcji plaz­
m inogenu wołowego przez urokinazę prowadzi do pow staw ania dwóch 
frakc ji o różnej ruchliwości elektroforetycznej na żelu skrobiowym, 
z k tórych jedna odpowiada ruchliwości plazm iny (39). Obecność dwóch 
frakcji na żelu skrobiowym  stw ierdzili również C h a n  i M e r t z  (57) 
po elektroforezie plazm inogenu wołowego i ludzkiego aktywowanego 
urokinazą.

III. Aktywacja plazminogenu do plazminy

Istn ieje  kilka m echanizm ów ak tyw acji plazm inogenu do plazm iny. 
Oczyszczony plazm inogen w buforze o pH bliskim  obojętnego ulega sła­
bej spontanicznej aktyw acji. Roztw ór glicerolu katalizu je  tę reakcję oraz 
stab ilizu je  o trzym aną plazm inę. O ptym alne w arunki d la spontanicznej 
ak tyw acji plazm inogenu uzyskuje się w  roztw orze 50% glicerolu, w bu­
forze fosforanowym  o pH  7,6 w tem peraturze 37°C (11). Reakcji tow a­
rzyszy przyrost tyrozyny rozpuszczalnej w kw asie trójchłorooctow ym . 
Nieoczyszczony plazm inogen ulega ak tyw acji pod wpływem  chloroform u 
(152). Zarów no oczyszczony, jak  i nieoczyszczony plazm inogen ulega 
ak tyw acji na drodze enzym atycznej lub przy udziale aktyw atorów  spe­
cyficznych. A ktyw atory  specyficzne można podzielić na dw ie grupy: 
ak tyw ato ry  n a tu ra ln e  w ystępujące w organizm ie (aktyw atory  osoczowe 
i tkankow e, ak tyw ator z moczu — urokinaza oraz trypsyna z soku trzu s t­
kowego) i ak tyw atory  pochodzenia bak tery jnego (streptokinaza i s ta - 
fylokinaza).

Poza tym  wiele związków chem icznych (benzen, mocznik, naftalen , 
u retan , n iek tóre  kw asy tłuszczowe, cyjanek potasu) pow oduje nieenzy- 
m atyczną aktyw ację plazm inogenu do plazm iny. Praw dopodobnie m e­
chanizm  działania w ielu tych związków polega na inak tyw acji antyplaz- 
m iny i an ty trypsyny  osoczowej (119, 120), co umożliwia sam orzutną 
aktyw ację plazm inogenu.

1. Aktywacja plazminogenu z udziałem aktywatorów naturalnych

A ktyw acja plazm inogenu in vivo  zachodzi pod wpływem  endogennych 
aktyw atorów  osoczowych i tkankow ych. M echanizm ak tyw acji plazm i­
nogenu we krw i krążącej nie jest dostatecznie poznany. Bliżej scharak­
teryzow ane są ak tyw atory  tkankow e pochodzące z serca, w ątroby, płuc, 
śledziony i nerek (1, 10, 20, 23, 33, 141, 157, 189, 209). Wysoko oczyszczone 
p repara ty  aktyw atora  tkankow ego plazm inogenu z serca świni uzyskali 
M c C a l i  i K l i n e  (157) oraz B a c h  m a n  i wsp. (34). M echanizm 
działania tych aktyw atorów  jest enzym atyczny.
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Silnym  aktyw atorem  plazm inogenu jest urokinaza. Na fibrynolityczne 
właściwości moczu zwrócono uwagę w początkach la t pięćdziesiątych 
(22, 228, 247). W latach  następnych próbowano w yodrębnić i oczyścić 
urokinazę (49, 194, 195) oraz badano kinetykę ak tyw acji plazm inogenu 
przez urckinazę (121). Reakcja ta  jest reakcją enzym atyczną I rzędu. 
Jej optim um  pH  leży przy pH około 9. S g o u r i s  i wsp. (217, 219) 
otrzym ali znacznie oczyszczony prepara t urokinazy pozbawiony w łas­
ności pirogennych, a L e s  u k i wsp. (147) uzyskali p repara t k rysta liczny  
i ustalili, że ciężar cząsteczkowy urokinazy oznaczony w ultraw irów ce 
wynosi 53 000. N atom iast B u r g e s  i wsp. (55) za pomocą sączenia na 
żelu Sephadex  G-75 i G-100 uzyskali w artość 35 000. Urokinaza ludzka 
może aktyw ow ać plazm inogen ludzki, wołowy oraz z innych gatunków  
zwierząt. H ydrolizuje ona syntetyczne estry  am inokwasów (153, 222). 
R o b b i n s  i S u m m a r i a  (205a) uważają, iż podczas aktyw acji plaz­
m inogenu urokinazą zachodzi hydroliza wiązania peptydowego pomiędzy 
argininą i w aliną i że aktyw na plazm ina składa się z dwóch m onomerów 
powiązanych m ostkiem  S-S. Sugeru ją oni, iż aktyw acja plazm inogenu 
za pomocą innych ak tyw atorów  może mieć przebieg podobny.

Trypsyna ak tyw uje plazm inogen jedynie w układach oczyszczanych 
(108). W osoczu aktyw acja ta ham ow ana jest przez an ty trypsynę. O stat­
nio E n g e l  i wsp. (82) stw ierdzili, że również trom bina m a zdolność 
aktyw acji plazm inogenu do plazm iny, co może być jednym  z m echa­
nizmów w arunkujących  wzmożenie aktyw acji fibrynolizy w następstw ie 
w ew nątrznaczyniow ego krzepnięcia. Dotychczas nie w yjaśniono, czy 
aktyw acja fibrynolizy przebiegająca w następstw ie uczynnienia czynnika 
XII i XI pod wpływem  kon tak tu  z powierzchniam i (105, 174) zależy od 
aktyw acji plazm inogenu. W edług K l e n i e w s k i e g o  (122) aktyw ny 
czynnik kon tak tu  powoduje zniszczenie inhibitora fibrynolizy.

2. Aktywacja plazminogenu z udziałem specyficznych aktywatorów pochodzenia bakteryjnego

Streptokinaza nie w ykazuje własności proteolitycznych w stosunku do 
fibryny, kazeiny, żelatyny  i nie hydrolizuje syntetycznych estrów  amino­
kwasów (206), powoduje natom iast swoistą aktyw ację ludzkiego plazm i­
nogenu do plazm iny (161), czemu towarzyszy przyrost azotu pozabiałko- 
wego (132). Reakcję ak tyw acji ham ują specyficzne inh ib itory  konw ersji 
plazm inogenu: EACA (4, 5, 14), kw as 1,4-am inom etylocykloheksano- 
karboksylow y (AMCHA) i kwas p-am inom etylobenzoesowy (PAMBA) 
(150, 151, 190), aldehydy (232) oraz syntetyczne estry  np. TAMe (207). 
Porów nanie reakcji fibrynolizy  w osoczu wołowym i ludzkim  pod w pły­
wem strep tokinazy  stanow iło punkt wyjściow y kilku  teorii aktyw acji 
plazm inogenu. M i i l l e r t z  i L a s s e n  (166) stw ierdzili iż plazm inogen 
ludzki pod wpływem  strep tok inazy  ak tyw uje  się szybko, podczas gdy 
aktyw acja plazm inogenu wołowego przebiega bardzo wolno, a przyspie­
sza ją dodatek niew ielkich ilości osocza lub euglobulin ludzkich.
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M ü l l e r t z ,  L a s s e n  i A s t r u p  (28, 166, 167, 168) postulowali 
m echanizm  dw ustopniow ej ak tyw acji plazm inogenu. Założyli oni istn ie­
nie we krw i ludzkiej dwóch prekursorów  fibrynolitycznych: proaktyw a- 
tora i plazm inogenu. Zdaniem  ich proak tyw ator w reakcji ze strep to - 
kinazą przekształca się w czynny ak tyw ator, a ten  przekształca z kolei 
plazm inogen w plazm inę bez względu na pochodzenie gatunkow e (Rysu­
nek 2). Dotychczas poza reakcją  ze strep tokinazą nie stw ierdzono innej

Plazminogen

Proaktywator
+

Streptokinaza 
(inne kinazy)

Aktywator

Aktywator tkankowy 
Aktywator osoczowy 
Urokinaza 
Trypsyna
Aktywacja samoistna

Plazmina

Rys. 2. Hipotetyczny schemat aktywacji według Miillertza i Astrupa (28, 166)

możliwości przem iany „p roak tyw ato ra” M iillertza w aktyw ator. Odm ien­
ny pogląd w yrazili A b l o n d i  (3) oraz K l i n e  i F i s h m a n  (124). 
Postulow ali oni, że plazm inogen d a je  kom pleks ze streptokinazą, two­
rząc ak tyw ator o w łasnościach proteolitycznych, k tóry  działa na plazm i­
nogen (Rysunek 3). K l i n e  (126) stw ierdził, że istotnie plazm inogen

Plazminogen 

Plazminogen 
+

Streptokinaza 

Aktywator *

Aktywator tkankowy 
Aktywator osoczowy 
Urokinaza 
Trypsyna
Aktywacja samoistna

Plazmina

Rys. 3. Hipotetyczny schema.t aktywacji fibrynolizy według Kline’a i Fischmana (124)

ludzki w obecności m ałej ilości strep tokinazy  w ytw arza nieznaczne 
ilości aktyw atora, aktyw ującego nadm iar plazm inogenu do plazm iny. 
Przy nadm iarze strep tokinazy  pow staje nieznaczna ilość plazm iny i duża 
ilość ak tyw atora (Rysunek 4).

Plazminogen+sk

Plazminogen * SK

Plazmina

Aktywator
Plazmina

Aktywator

Rys. 4. Interakcja plazminogenu ze streptokinazą według Kline’a (126)
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Oporność wołowego plazm inogenu na działanie strep tokinazy  można 
tłum aczyć obecnością swoistych inhibitorów  aktyw acji. N i e w i a ­
r o w s k i  i L a t a ł ł o  (175) wykazali, że wysoko oczyszczone p rep ara ty  
plazm inogenu wołowego ulegają ak tyw acji streptokinazą. Zbadali oni 
osocza szeregu zw ierząt określając podatność ich układu  fibrynolitycz- 
nego na aktyw ację za pomocą m ieszaniny streptokinazy i plazm iny ludz­
kiej. Stw ierdzili, że streptokinaza aktyw uje bezpośrednio układy fib ry- 
nolityczne człowieka, m ałpy, psa i kota. M ieszanina strep tokinazy  i p laz­
m iny ludzkiej ak tyw uje  układy fibrynolityczne wołu, barana, świni, 
konia, królika, myszy, szczura, chomika i świnki m orskiej. Oporne na 
aktyw ację zarówno streptokinazą jak i m ieszaniną streptokinazy z ludzką 
plazm iną są układy fibrynolityczne kury , kaczki, indyka, ryby  i żaby.

M a r k u s  i W e r k h e i z e r  (155) w ysunęli hipotezę, k tóra jest n ie ­
jako syntezą różnych poprzednio sform ułow anych poglądów. W edług 
nich p roak tyw ator I obecny w osoczu ludzkim  w ytw arza pod w pływ em  
strep tokinazy  ak tyw ato r I zdolny do aktyw acji plazm inogenu zarów no 
ludzkiego jak i wołowego. Poza tym  plazm inogen ludzki ze s trep tok i­
nazą (SK) daje kom pleks SK-plazm inogen, zdolny do ak tyw acji plazm i­
nogenu wołowego. Kom pleks ten pod wpływem  aktyw atora  I przechodzi 
w kom pleks SK-plazm inę, ak tyw ujący  plazm inogen wołowy i m ający 
właściwości esterazow e i niską aktyw ność proteolityczną. M ieszanina 
SK -plazm inogenu i SK -plazm iny da je  ak tyw ator II obdarzony w łaści­
wościami obu jej składników.

O statnio T s ’a o  i K l i n e  (239) stoją na stanow isku, iż s trep to k i­
naza w ytw arza kom pleks zarów no z plazm inogenem  jak i z plazm iną 
ludzką i że oba te  kom pleksy ak tyw ują plazm inogen, niezależnie od jego 
pochodzenia gatunkowego. Pogląd K line’a podziela w zasadzie większość 
badaczy p racujących  nad tym  zagadnieniem . B 1 a 11 i wsp. (45, 46) 
badając wysoko oczyszczone p reparaty  streptokinazy (ciężar cząsteczkowy 
42 000) i p lazm iny (ciężar cząsteczkowy 88 000) doszli do wniosku, że 
związki te  reagu ją  w stosunku ekwim oralnym , a pow stały kom pleks 
ak tyw uje zarówno plazm inogen ludzki jak i wołowy. D a v i e s  i wsp. 
(76) stw ierdzili, że ekw im olarne ilości ludzkiego plazm inogenu i s trep to ­
kinazy przy pH  7,5 w obecności EACA (zwiększającego rozpuszczalność) 
zachow ują się w ultraw irów ce jak  substancja jednorodna.

Od dość powszechnie przyjm ow anego poglądu, zakładającego po­
w stanie kompleksów SK -plazm inogen i SK -plazm ina o charak terze ak ty ­
w atorów  odbiega swoją oryginalnością pogląd badaczy izraelskich, R i - 
m o n a  i wsp. (93, 203). A utorzy ci, badając aktyw ow anie plazm inogenu 
przez streptokinazę stosowaną w form ie nierozpuszczalnego związku 
z kopolim erem  p-am inofenyloalaniny i leucyny, obserwowali pow sta­
w anie zarówno ak tyw atora  jak i plazm iny w zależności od w arunków  
reakcji. Uważają oni, że w cząsteczce plazm inogenu i plazm iny jest 
aktyw ne centrum , odpowiedzialne za aktyw ację plazm inogenu, a różne od
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centrum  aktyw ującego proteolizę. Rola strep tokinazy  w pow staw aniu 
ak tyw atora  polegałaby na odsłonięciu tego centrum  aktyw atorowego.

Reakcję aktyw acji plazm inogenu przy współudziale streptokinazy 
ham ują duże stężenia syntetycznego estru  TAMe. R o b e r t s  (203) 
uważa, że w reakcji pom iędzy TAMe i streptokinazą pow staje nieroz­
puszczalny związek niezdolny do ak tyw acji plazm inogenu.

Podsum ow ując należy stw ierdzić, iż m echanizm  aktyw acji plazm ino­
genu do plazm iny przez strep tokinazę jest ty lko  częściowo w yjaśniony. 
Istn ienie odrębnego p roak tyw atora  w osoczu ludzkim  w ydaje się w ątp li­
we, natom iast słusznym  w ydaje się założenie pow staw ania kompleksów 
SK -plazm inogen, SK -plazm ina o charak terze aktyw atorow ym , jak ­
kolwiek m echanizm  tw orzenia się ak tyw atora  nie jest jeszcze jasny.

Inny  ak tyw ato r plazm inogenu, uzyskana z przesączu gronokowców 
stafylokinaza (233), podobnie jak streptokinaza nie ak tyw uje bezpośred­
nio plazm inogenu wołowego. W procesie fibrynolitycznym  odznacza się 
ona m niejszym i właściwościam i ak tyw ującym i niż urokinaza i strep to ­
kinaza. M echanizm działania stafylokinazy jest praw dopodobnie różny 
od m echanizm u działania tych  dw u aktyw atorów .

IV. Inhibitory fibrynolizy

Inhib itory  fibrynolizy najogólniej m ożnaby podzielić na dwie grupy: 
inhibitory o charakterze antyplazm in, ham ujących działanie plazm iny 
aktyw nej oraz an tyak tyw ato ry , ham ujące aktyw ację plazm inogenu do 
plazm iny.

Do grupy antyplazm in, zaliczyć należy przede wszystkim  na tu ra lne  
inhibitory fibrynolizy, k tó re  są w ażnym  czynnikiem  w u trzym aniu  rów ­
nowagi fibrynolitycznej krw i w organizmie. Praw dopodobnie w w arun ­
kach fizjologicznych zachodzi równowaga dynam iczna pom iędzy czyn­
nikam i proteolitycznym i a ich inhibitoram i, w arunkująca praw idłowe 
funkcjonow anie układu fibrynolitycznego. A ntyplazm ina, na tu ra lny  inhi­
bitor plazm iny w ystępujący w osoczu krw i, jest stosunkowo mało pozna­
nym elem entem  układu fibrynolitycznego. N ajpraw dopodobniej działanie 
antyplazm inow e osocza w arunku je  nie jedna, lecz k ilka substancji. 
N o r m a n  i H i l l  (182, 183) w yodrębnili z osocza ludzkiego dwie 
antyplazm iny charak teryzu jąc je jako at i a2-globuliny. c^-Globulina, 
antyplazm ina ciepłochw iejna, odznacza się działaniem  ham ującym  n a ­
rastającym  powoli. a2-G lobulina, antyplazm ina stosunkow o ciepłostała, 
ma natychm iastow e działanie ham ujące. F rakcje  a x i e^-globulinowe m ają 
również aktyw ność an ty trypsynow ą. S c h u l t z e  i wsp. (215) wyizolo­
wali obie te frakcje  antyproteazow e i scharakteryzow ali ich własności 
fizykochemiczne. Stw ierdzili oni wyższą aktyw ność antyplazm inow ą we 
frakcji a2-globulinow ej, natom iast frakcja  o^-globulinowa odznaczała się
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wyższą aktyw nością an tytrypsynow ą. G a l l i m o r e  i wsp. (89) porów ­
nali aktyw ności antyfibrynolityczne we krw i człowieka, psa i królika, 
stw ierdzając najw yższą aktyw ność w surow icy psiej.

W łasności antyplazminow.e ma również frakcja  P-lipoproteidowa 
osocza (201, 226) i frakcje  Y-globulinowe (165), oraz a2 m akroglobulina 
surowicza tworząca z plazm iną kom pleksy o obniżonej aktyw ności enzy­
m atycznej (90a, 109a).

Własności inhibitorów  antyproteolitycznych w ystępujących w moczu 
opisali A s  t r u p  i wsp. (27, 29). Jeden  z nich, m ingina, w ykazuje silne 
własności antytrypsynow e, a w znacznie m niejszym  stopniu  ham uje 
aktyw ność plazm iny i chym otrypsyny. W yodrębniony w czystej postaci 
okazał się silnie kw aśnym  białkiem , zaw ierającym  kom ponentę cukrow ą, 
nieisto tną dla jego funkcji.

Oprócz natu ra lnych  inhibitorów  plazm iny, w ystępujących w osoczu, 
tkankach i moczu, znane są na tu ra lne  polipeptydy w ykazujące silne dzia­
łanie antyproteazow e, jak  inhibitory  trypsyny  sojowy (SBTI) (169) 
i trzustkow y (ITT), inh ib itor trypsyny  i kalikreiny  ze ślin ianki przyusz- 
nej, inhibitor proteolizy z orzeszków ziem nych (30). Inh ib itor trzustkow y 
trypsyny  otrzym any został w stan ie krystalicznym  w roku 1936 przez 
K u n i t z a  i N o r t h r o p a  (138). Jest to polipeptyd o ciężarze cząs­
teczkowym  6 000, o dokładnie poznanej struk tu rze, złożony z 58 am ino­
kwasów (61). ITT jest silnym  inhibitorem  proteaz, inak tyw uje  trypsynę, 
chym otrypsynę, plazm inę. Dodany w ilości 200 j/m l osocza całkowicie 
znosi aktyw ność proteolityczną i fibrynolityczną zaw artej w nim  zakty- 
wowanej plazm iny. ITT jest nietoksyczny i całkowicie usuw any z krw io- 
biegu. P rep ara t ITT pcd nazwą Iniprol stosow any jest w terap ii klinicz­
nej.

Inh ib ito r trypsyny  ze ślin ianki przyusznej jest substancją nisko- 
cząsteczkową o s tru k tu rze  identycznej z ITT (143), ham uje aktyw ność 
proteolityczną trypsyny, chym otrypsyny, plazm iny, kalikreiny, pepsyny 
oraz aktyw ację plazm inogenu na plazm inę (176). Podany w ilości 
10—20 j/m l osocza ham uje całkowicie jego aktyw ność fibrynolityczną 
i proteolityczną. Stosowany jest obecnie również jako środek leczniczy.

Do drugiej g rupy inhibitorów  fibrynolizy ham ujących aktyw ację 
plazm inogenu do plazm iny, zaliczyć należy syntetyczne inhibitory 
drobnocząsteczkowe jak wspom niane już EACA, AMCHA oraz PAMBA. 
W spólną cechą charak terystyczną d la s tru k tu ry  tych trzech związków 
jest odległość pomiędzy grupą -NH2 a grupą -COOH wynosząca około
7 A. A ntyfibrynolityczne własności EACA odkryli w latach  1948— 1952 
badacze japońscy (186, 187), k tórzy stw ierdzili, że związek ten  w stężeniu 
10“"5M swoiście ham uje proces fibrynolizy  i może być stosow any jako lek 
przeciwkrwotoczny. W dalszych badaniach stw ierdzono, że EACA ham uje 
kom petytyw nie aktyw ację plazm inogenu przez streptokinazę, urokinazę 
oraz niekcm petytyw nie — przez trypsynę (2, 6, 14, 16, 56, 84), d la której
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jest słabym  inhibitorem  (7). W wyższych stężeniach EACA ham uje kom - 
pety tyw n ie  proteolityczną aktyw ność plazm iny w stosunku do fibryno- 
genu (41, 84), a nie ham uje jej kazeinolitycznych własności (107), ani 
n ie  w pływ a na jej własności esterazow e (84). O statnio M a x w e l l  
i wsp. (156a) przedstaw iali dane, że EACA może zmieniać s tru k tu rę  
skrzepu i modyfikować działanie plazm iny na fibrynę. Do podobnych 
wniosków dochodzą Łukasiew iez i N iewiarow ski (Throm b. Diath. 
Haemorrhag. w druku). W edług tych  au torów  aktyw acja plazm inogenu 
wołowego przez UK i SK ham ow ana jest przez EACA w stężeniu rzędu 
5*10_2M, podczas gdy fibrynoliza skrzepu niestabilizowanego przez plaz- 
m inę ham ow ana jest przy stężeniu rzędu 10~4M, skrzepu stabilizowanego 
zaś już przy stężeniu rzędu 10~5M. Toksyczność tego związku jest bardzo 
m ała (129, 142, 230, 234, 246, 251) i jest on szybko w ydalany z ustro ju  
(178, 179). Dzięki swym  właściwościom hem ostatycznym  EACA znalazł 
zastosowanie w terap ii klinicznej jako środek przeciw krw otoczny (19, 35, 
37, 44, 70, 91, 193).

W łasności an tyfibrynolityczne AMCHA odkryli również Japończycy 
(190, 192) w roku  1962. M echanizm antyfibrynolitycznego działania 
AMCHA jest podobny do działania EACA. H am uje on kom petytyw nie 
ak tyw ację plazm inogenu do plazm iny (80), ham uje fibrynolizę i fib ry - 
nogenolizę zachodzącą pod w pływ em  wolnej plazm iny, nie wpływ a 
natom iast na protolityczne własności plazm iny w stosunku do kazeiny 
oraz na jej właściwości esterolityczne. W ydala się z ustro ju  nieco wolniej 
niż EACA. W dalszych badaniach nad  AMCHA (158, 104) stw ierdzono, 
że izom er trans jest około 200 razy silniej działającym  inhibitorem  niż 
izom er cis (158, 190). M ieszanina obu izomerów AMCHA oraz izom er 
trans  (nazyw any AMCA) znalazły zastosowanie w lecznictwie.

W łasności an tyfibrynolityczne PAMBA odkryli badacze niemieccy 
(150, 151) w roku 1963. Podobnie jak EACA i AMCHA dzięki swoim w łas­
nościom antyfibrynolitycznym  i hem ostatycznym  znalazł on również 
zastosowanie jako środek przeciw krw otoczny w terap ii klinicznej.

Do inhibitorów  fibrynolizy zaliczyć również należy silny inhibitor 
enzymów proteolitycznych — duw izopropylofluorofosforan, jak również 
niektóre m etale ciężkie (131). Reakcję ak tyw acji plazm inogenu do plaz­
m iny ham ują również aldehydy (232).

V. Niektóre fizjologiczne aspekty fibrynolizy

M iejsce pow staw ania dw u podstaw owych składników  układu fib ry- 
nolitycznego — plazm inogenu i antyplazm in nie jest dobrze poznane. 
W edług B a r n h a r t  i R i d d l e  (49) plazminogen jest syntetyzow any 
i transportow any przez eozynofile. Jak  w ynika z badań P r o k o p o w i ­
c z a  (198) eozynofile zaw ierają plazminogen, jednak w nie większym
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stopniu niż inne postacie leukocytów. Zdaniem  tego au to ra  najw yższą 
aktyw ność fibrynolityczną w ykazują m etam ielocyty  i pałeczki, w przeci­
w ieństw ie do innych proteaz plazm inogen n ie  jest um iejscow iony w ziar- 
nistościach specyficznych leukocytów, lecz znajduje się we wszystkich 
podfrakcjach komórki. Plazm inogen granu locy tarny  jest prawdopodobnie 
identyczny z osoczowym, jak w skazuje porów nanie p repara tów  wysoko 
oczyszczonych. Być może, granulocyty  są miejscem pow staw ania plazm i­
nogenu. H e r m a n n  i M i e s c h e r  (98) wykazali, że fibrynolityczny 
enzym  leukocytów jest ty lko  bardzo nieznacznie ham ow any przez inhi­
bitor plazm iny a2-globulinę. N atom iast surow iczy inh ib ito r trypsyny 
o^-globulina w silnym  stopniu  ham uje proteazę leukocytarną.

K o w a l s k i  i wsp. (133) przeprow adzili badania nad w ystępow a­
niem plazm inogenu w różnych tkankach zwierzęcych i stw ierdzili n a j­
większe stężenie tego proenzym u w narządach  bogatych w tkankę łączną. 
Nie jest jednak wyjaśnione, czy kom órki tkanki łącznej p rodukują  plaz­
minogen.

M a  11 i i wsp. (156) sugeru ją , że antyplazm ina osocza pow staje w w ą­
trobie. Należy zaznaczyć, że inh ib itory  fibrynolizy  znajdują  się również 
w kom órkach krw i, np. krw inkach płytkow ych (113) i w  ery trocytach  
(130) oraz w tkankach płuc, śledziony, w ątroby (24, 133).

A ktyw atory  plazm inogenu znajdują się w różnych narządach i tk an ­
kach (25). Jak  w ynika z badań A l b r e c h t s e n a  nad tkankam i ludz­
kimi (9) najw iększym  stężeniem  ak tyw ato ra  plazm inogenu odznacza się 
macica, w dalszej kolejności nadnercze, gruczoły lim fatyczne, tarczyca, 
płuca, jajn iki, przysadka mózgowa, nerka i mięśnie. Natom iast praw i­
dłowa w ątroba nie zawiera w ogóle ak tyw atorów  plazm inogenu.

Prace  szeregu autorów  (31, 189) w skazują, że w tkankach  mogą znaj­
dować się dwa różne typy  ak tyw atora  plazm inogenu a) ak tyw ator luźno 
zw iązany z kom órką, w ym yw alny słabym i roztw oram i chlorku sodu 
i potasu, b) ak tyw ator trw ale  związany z kom órką, w ym yw alny rodan­
kiem potasu. A l i  i L a c k  (141) wykazali, że ak tyw ator plazm inogenu 
znajduje  się we frakcji lizosomalnej kom órek nerkow ych.

A ktyw ator plazm inogenu obecny jest w osoczu krw i w w arunkach 
praw idłow ych — jego poziom może w zrastać w w ielu stanach  fizjolo­
gicznych np. pod w pływem  naporu dnia (114), po w ysiłku fizycznym  (42), 
w stanach  pobudzenia em ocjonalnego (146), a także w stanach  zastoju 
żylnego (64) i niedotlenienia (140), jak  i w czasie nadm iernej podaży 
tlenu  (65). Obecność tlenu  w arunkuje  również pow staw anie aktyw atora 
plazm inogenu w nerce (53). Nasuwa się pytanie, z jakich kom órek i tka­
nek pochodzi ak tyw ato r plazm inogenu krążący we krw i i jak i jest m e­
chanizm jego przenikania do krwiobiegu.

W piśm iennictw ie spotyka się kilka poglądów na ten  tem at. M o l e  
(164) uważał, że śródbłonek naczyń krw ionośnych jest źródłem  wzmożo­
nej aktyw ności fibrynolitycznej u osób zm arłych nagłą śm iercią. Fibry-
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nolityczne działanie śródbłonka naczyń krw ionośnych stw ierdzili w latach 
późniejszych różni autorzy (160). Na podstaw ie badań histochem icznych 
T o d d (236) i W a r r e n  (245) sądzą, że śródbłonek naczyń krw ionoś­
nych jest jednym  z podstaw owych źródeł osoczowego aktyw atora  plazm i­
nogenu i że ak tyw ato r ten  jest w ydzielany bezustannie do krw iobiegu 
przez śródbłonki. Liczne leki działające na naczynia pow odują przyśpie­
szenie tego procesu (102, 139). W edług L o  i M c F a d z e a n a  (149) 
istotnym  czynnikiem  powodującym  uw alnianie ak tyw atora plazm inogenu 
jest podrażnienie efektorów  cholinoergicznych, H o l e m a n s  i L a n g -  
d e 1 (100) w ysunęli przypuszczenie, że m ediatorem  fibrynolitycznego 
działania różnych leków w azoaktyw nych może być histam ina. Jednak  
późniejsze doświadczenia H o l e m a n s a  (103) n ie  potw ierdziły  tego 
poglądu. Mimo, że benadryl i fenergan ham ują hipotensyjne i fibrynoli- 
tyczne działanie histam iny, to nie w pływ ają one na spadek ciśnienia 
krw i i fibrynolizę pow stającą po podaniu izopropylonorepinefryny, 
innego leku antyhistam inow ego.

Inny  pogląd rep rezen tu ją  E n d e  i A u d i t  o r  e (32, 83). W edług 
tych autorów  kom órki tuczne mogą wydzielać do krw iobiegu enzym y 
proteolityczne i inne substancje ak tyw ujące fibrynolizę. Jednakże, jak 
w ynika z badań C r o n b e r g a  i N i l s o n  (71) różne substancje 
indukujące fibrynolizę w organizm ie nie powodują isto tnych zmian w  ko­
m órkach tucznych.

W roku 1962 B u l u k  i F u r m a n  (52) stw ierdzili wysoką ak tyw ­
ność fibrynolityczną w krw i żylnej nerkow ej królika i człowieka. W in­
nych pracow niach potw ierdzono te  spostrzeżenia (50, 177). W o r o w s k i  
i wsp. (248) badając krew  żylną w ypływ ającą z różnych narządów  u psa 
stw ierdzili, że jedynie przepływ  krw i przez nerkę powoduje ak tyw ację 
fibrynolizy. P r o k o p o w i c z  i wsp. (196) na podstaw ie badań h isto­
chem icznych dochodzą do wniosku, że m iejscem  pow staw ania ak tyw a­
tora plazm inogenu w nerce są kom órki apara tu  przykłębkowego. W czasie 
doświadczalnego zatrucia chlorkiem  rtęci u psa dochodzi do zaniku ak ty ­
w atora plazm inogenu w tkance nerkow ej (196), do zaham owania ak tyw ­
ności fibrynolitycznej osocza oraz do w zrostu poziomu plazm inogenu 
i fibrynogenu (249). Podobne zm iany w osoczu krw i m ożna zaobserwować 
po w yelim inow aniu nerk i z krw iobiegu (110, 250). Te fak ty  przem aw iają 
za tym , że nerka może odgrywać isto tną rolę w regulacji fibrynolizy  
w organizm ie.

Zagadnienie, czy urokinaza wydzielana do moczu i ak tyw ato r plaz­
m inogenu w ydzielany przez nerkę do krążenia nerkow ego są jedną i tą 
sam ą substancją, nie jest rozstrzygnięte. W chorobach nerek  dochodzi 
zarów no do obniżenia aktyw ności urokinazy w moczu (48), jak  i do 
zm niejszenia się aktyw ności fibrynolitycznej osocza krw i (72, 185). Ba­
dania H o l e m a n s a  i wsp. (104) w skazują jednak, że w ydzielanie u ro ­
kinazy nie zawsze zwiększa się w następstw ie w ew nątrznaczyniow ej
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aktyw acji fibrynolizy pod wpływem  niektórych leków. Na podstaw ie 
badań im m unologicznych K u c i ń s k i  i F l e t c h e r  (137) dochodzą 
do wniosku, że urokinaza i aktyw ator plazm inogenu osocza ludzkiego są 
różnym i substancjam i.

A ktyw acja czynnika Hagem ana (czynnika XII) in vitro pcd wpływem  
aktyw nych pow ierzchni zapoczątkow uje łańcuchow y proces krzepnięcia 
krw i i przyczynia się do aktyw acji fibrynolizy (105, 174). Nie jest w y­
kluczone, że podobny proces może mieć m iejsce in vivo. I a t r i d i s 
i wsp. (106) oraz H o l e m a n s  i R o b e r t s  (101) udowodnili ostatnio, 
że czynnik XII ma duże znaczenie zarówno w ak tyw acji krzepnięcia jak 
i w ak tyw acji fibrynolizy  w czasie zastoju żylnego.

Nie ulega wątpliwości, że enzym y fibrynolityczne odgryw ają isto tną rolę 
w procesach hem ostazy oraz we w chłanianiu złogów w łóknika w ustro ju  
i w gojeniu się ran. P lazm ina traw i nie tylko fibrynogen i fibrynę lecz 
także i inne czynniki krzepnięcia, przede wszystkim  czynnik V i VIII 
(8, 171). W czasie proteolitycznego traw ienia fibrynogenu przez plazm inę 
pow stają p rodukty  ham ujące proces krzepnięcia krw i — anty trom bina 
VI (172, 237), inh ib itor pow staw ania trom boplastyny (173), inh ib itor poli­
m eryzacji m onom eru fibryny (51). O statnio wykazano również, że pro­
du k ty  proteolitycznego traw ienia fibrynogenu ham ują procesy agregacji 
i adhezji krw inek płytkow ych in vivo  i in vitro (111, 135, 136). N adm ierna 
ak tyw acja  fibrynolizy  stanow i więc duże niebezpieczeństwo dla ustro ju  
doprow adzając do ciężkiej skazy krw otocznej.

P rzed  kilkudziesięciu la ty  R o s e n m a n n (212) stw ierdził, że enzym 
fibrynolityczny osocza „trom bolizyna”, ulega adsorbcji na skrzepie w łók- 
nikowym . W ostatn ich  latach S h e r r y  i wsp. (221) udowodnili, że ak ty ­
w ator plazm inogenu działa o w iele lepiej trom bolitycznie niż fibryno- 
genolitycznie. A ktyw ator ten  przenika do skrzepu, gdzie ak tyw uje plaz­
m inogen do plazm iny, co doprowadza do straw ienia fibryny. Zarówno 
obecność antyplazm iny we krw i jak i szybkie usuw anie nadm iaru  k rą ­
żącego ak tyw atora  przez w ątrobę (87) zapobiega pow staw aniu plazm iny 
w krwiobiegu, traw ien iu  krążącego fibrynogenu oraz rozwojowi skazy 
krwotocznej.

Zagadnienie, czy enzym y fibrynolityczne osocza biorą udział w ka ta ­
bolizmie fibrynogenu i innych czynników krzepnięcia w ustro ju  nie jest 
ostatecznie rozstrzygnięte. Uzyskano tu  szereg sprzecznych wyników. 
P cdanie  dużych dawek EACA, inhibitora fibrynolizy, n ie powoduje 
u zdrow ych zw ierząt przedłużenia czasu półtrw ania fibrynogenu (88, 146). 
Ten sam  związek powoduje jednak zaham owanie rozpadu fibrynogenu 
u osób ze wzmożoną fibrynolizą (18). N i e w i a r o w s k i  i W o  l o ­
s o w i  c z (178) stw ierdzili, że EACA podany jednorazow o zdrowym 
cchotnikcm  pow oduje nieznaczny wzrost poziomu fibrynogenu oraz za­
ham ow anie zużycia plazm inogenu i antyplazm iny. U psów zatru tych  
chlorkiem  rtęci, m imo znacznego w zrostu poziomu fibrynogenu i zaha­
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m owania aktyw ności fibrynolitycznej osocza półokres biologicznego trw a­
nia fibrynogenu ulega naw et skróceniu (90).

C o p 1 e y (69), A s t r u p  (26), J  e n s e n (112), postulowali, że w  krw i 
krążącej procesy krzepnięcia i fibrynolizy  zachodzą w sposób ciągły 
i ustaw iczny. C ieniutkie błony fib ryny  odkładają się, zgodnie z tą  teorią, 
na w ew nętrznej powierzchni naczyń krw ionośnych i są traw ione przez 
aktyw ow aną plazminę. Nowsza teoria hem ostazy sform ułow ana przez 
S p a e t a (229) zakłada, że m echanizm y krzepnięcia są urucham iane 
jedynie w m iejscu przerw ania ciągłości ściany naczynia. N adm iar ak tyw ­
nych czynników krzepnięcia ma być zobojętniany przez inhibitory  i k la­
row any przez układ ściankowo-śródbłonkowy i wątrobę. Rola enzymów 
fibrynolitycznych polegałaby — w myśl tej teorii — przede w szystkim  
na miejscowym  usuw aniu złogów włóknika i zapobieganiu nadm iernem u 
rozszerzaniu się skrzepu w miejscu uszkodzenia naczynia.

Nie jest wykluczone, że enzymy fibrynolityczne osocza w pływ ają i na 
inne  fizjologiczne procesy, na przykład na regulację krążenia krw i. 
Podanie dużych dawek plazm iny lub ak tyw atora  plazm inogenu prow adzi 
do spadku ciśnienia krw i i zużycia prekursorów  kinin (kininogenu) (214). 
W edług V o g t  a (241) plazm ina ak tyw uje kalikreinogen na kalikreinę, 
a kalikreina uw alnia bradykininę z nieczynnych prekursorów . B rady- 
kinina obniża ciśnienie krw i i zwiększa szybkość przepływ u krw i przez 
nerkę. Praw dopodobnie rola nerki w regulacji ciśnienia krw i polega nie 
tylko na w ydzielaniu ren iny  aktyw ującej angiotenzynogen i w aru n k u ­
jącej pow staw anie podnoszącej ciśnienie krw i angiotenzyny II. B u l u k  
i M a ł o f i e j e w  (54) stw ierdzają, że ak tyw ato r plazm inogenu w krąże­
niu nerkow ym  zapoczątkow uje szereg reakcji prow adzących do pow sta­
w ania kinin obniżających ciśnienie krw i. O statnio P r o k o p o w i c z  
i wsp. (197, 199) stw ierdzili zaham owanie fibrynolizy w dośw iadczalnym  
i klinicznym  nadciśnieniu tętniczym .
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JA N IN A  K W IA T K O W S K A  *

Budowa hemoglobiny i jej związek z funkcją

The Structure of Haemoglobin and its Correlation with Function

The recent data on the primary and three-dimentional structure of various 
haemoglobins are reviewed. The correlation between the conformational changes 

o the molecule and the interaction with ligands is discussed.

W ciągu ostatnich la t została poznana pierw otna i w tórna budowa 
hemoglobin. Badanie zmian struk tu ra lnych , zachodzących przy  połącze­
niu  globiny z hemem, oraz p rzy  reakcjach hemoglobin z Ugandami, po­
znawanie równowagi i k inetyki tych  reakcji, a także m echanizm u takich 
zjawisk jak  efekt Bohra czy oddziaływ anie hem  — hem  stw arza  możli­
wości w yjaśnienia zależności funkcji hem oglobiny od jej s tru k tu ry .

I. Budowa hemoglobin

W skład krw i ludzkiej i zwierzęcej wchodzi zazwyczaj w ięcej niż 
jeden rodzaj hemoglobiny. Schroeder w yróżnia trzy  rodzaje heteroge- 
niczności hemoglobin: dojrzew ania, składników dodatkow ych i gene­
tyczną (107). Do pierwszej zalicza się w ystępow anie hem oglobiny płodo­
wej F obok A w krw i pępowinowej, do drugietj pojaw ienie się niew ielkiej 
ilości składników dodatkow ych obok głównego — A2, A3, A4 obok A, F x 
obok F. Oba te rodzaje heteroniczności uważa się za zjawisko praw idło­
we. Natomiast występow anie innych, uw arunkow anych genetycznie form, 
towarzyszących hem oglobinie A u osobników heterozygotycznych zwią­
zane jest zazwyczaj z zaburzeniam i funkcjonalnym i i objaw am i choro­
bowymi lub skłonnością do nich. Hem oglobiny tak ie  określa się jako 
nieprawidłowe.

Różnorodne hem oglobiny rozdzielić można stosując chrom atografię 
na żywicach i wym ieniaczach jonowych (31, 55, 80, 106), oraz elektrofo­
rezę bibułową, na żelu skrobiowym  i agarze (14, 35, 95).

* Dr, adiunkt Zakładu Chemii Fizjologicznej Wrocławskiej Akademii Medycznej
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Masa cząsteczkowa w szystkich hemoglobin ssaków, oznaczana w roz­
cieńczonych roztw orach, w obojętnym  pH  i  um iarkow anej sile jonowej 
wynosi około 66 000. Jednakow a jest też ogólna budowa cząsteczki — 
w szystkie te hem oglobiny sk ładają  się z czterech łańcuchów polipepty- 
dowych, przy  czym każdy z nich połączony jest z hemem . Z w yjątk iem  
kilku  hem oglobin niepraw idłow ych łańcuchy te są zwykle param i iden­
tyczne (84). W ludzkich, i zw ierzęcych hem oglobinach A łańcuchy te  
określa się a i (3, w  A2 zam iast łańcucha P w ystępuje 5, a w płodowej — Y-

1. Budowa pierwszorzędowa hemoglobin

Hem<oglbbiniy ludzkie prawidłowe. W ostatn ich  latach  poznano s tru k ­
tu rę  hemoglobin A, A2, A3, F i Fx dzięki w prow adzeniu m etod w yodręb­
niania poszczególnych łańcuchów, oraz nowych m etod analitycznych na 
przykład „fingerprint” produktów  traw ienia hemoglobin enzym am i p ro­
teolitycznym i. Łańcuchy a,  ̂ i y rozdziela się m etodą Ingram a na Am ber-  
licie IRC -50 (56, 59), m etodą H uehnsa na CM-celulozie jako cyjanopo- 
chodne (54), oraz w edług Bucci i F ronticelli jako związane z PCMB 
i przeprow adzane następnie w wolne, ak tyw ne SH -łańcuchy (28, 114).

Hem oglobina A (a^ (3£) stanow i 95'0/o hem olizatu krw i ludzkiej. Ł ań­
cuch a zawiera 141, |3 — 146 reszt aminokwasowych. Ich sekw encja am ino- 
kwasowa jest ustalona (24, 46, 72, 110).

Hem oglobina A2 składa się z dw u łańcuchów a identycznych z aA 
oraz z dw u łańcuchów szybko w ędrujących w elektroforezie, odm iennych 
od i nazw anych 5 (61). Nie są one zm utow anym i łańcucham i P i syn te ­
zą ich k ieru je  odrębny gen (60). Łańcuch 5 różni się od |3 usytuow aniem  
siedm iu am inokwasów (16).

M apa peptydów  po traw ien iu  trypsyną hem oglobiny A3 jest iden­
tyczna z hem oglobiną A, z w yjątkiem  jednego dodatkowego peptydu: 
Glu-Gli-Cys. Uważa się, że hem oglobina A3 jest połączeniem  hem oglo­
biny A z glutationem . Rodzaj w iązania i jego m iejsce nie jest u sta ­
lone (82).

W krw i ludzkiej i króliczej znaleziono w trakcie rozdziału na Amber-  
licie IRC -50 jeszcze jeden składnik  dodatkow y — hemoglobinę A4. Róż­
nice w  budowie A4 i A n ie  zostały dotychczas poznane (75).

Hemoglobina płodowa F ma łańcuchy a identyczne z hem oglobiną A 
(56, 65, 109, 111). Łańcuchy y zaw ierają, podobnie jak  P, 146 am inokw a­
sów, ale różnią się od nich sekw encją 39 re'szt am inokwasowych (107).

Hemoglobina Fi, k tó ra  tow arzyszy jako m ała frakc ja  hemoglobi­
n ie  F  w krw i pępowinowej, o acetylenow ym  łańcuchu y ma budowę 
a A y f âcetyioF̂  j es .̂ p ierw szy  w ykry ty  przypadek w ystępow ania nie- 
identycznych łańcuchów w parze (108).

Hemoglobiny ludzkie nieprawidłowe. Jedną z anom alii budow y hem o­
globiny jest b rak  różnorodnych łańcuchów. Cząsteczka jest wówczas te-
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tram erem  identycznych podjednostek. Zgodnie z poglądami H u n t a 
i L e h m a n n a  (57) syntezę łańcuchów  a i (5 kon tro lu ją  oddzielne uk ła­
dy regulu jące i zaburzenie jednego z tych  układów  w yw ołuje zm niejsze­
nie lub zaham owanie syn tezy  jednego tylko rodzaju łańcucha. Zabu­
rzenia tego rodzaju  w ystępu ją  w talasem iach, określanych odpowiednio 
jako a i (5 talasem ia (57). P rzykładem  hemoglobin zbudow anych z jed­
nego rodzaju  łańcucha jest hemoglobina H o s tru k tu rze  (64), hem o­
globina B art — yl  (6 8 ) i odkry ta  przez D a n c e  i H u e h n s a  hem o­
globina o budowie ¿4 , (33).

W innym  rodzaju  hem oglobin patologicznych jedna para  łańcuchów 
jest niezm ieniona, w drugiej zaś w ystępuje defekt. Rozpowszechnienie 
m etody ,,f ingerprint” I n g r a m a  (58) i techniki hybrydyzacji I t  a n o  
i S i n ,g e r  a (62) pozwoliło w yodrębnić i zbadać szereg hem oglobin pa­
tologicznych. Okazało się, że w iele  z nich, w yodrębnionych z k rw i róż­
nych osobników i trak tow anych  jako odrębne przypadki m a ten  sam  
defekt budowy. Badanie funkcji w yodrębnionych hemoglobin n iepraw i­
dłowych, ich reakcji z Ugandami i zjawisk z tym  związanych pozwala 
w ysnuw ać wnioski o znaczeniu pew nych am inokwasów dla w tórnej bu­
dowy hem oglobiny i dla  jej funkcji. Badania tak ie  przeprow adzono 
m iędzy innym i na hem oglobinie MIvate, MChicag0, MKankakee (43, 51).

W tab licy  1  przedstaw iono zm iany w  budowie n iek tó rych  hemoglobin 
patologicznych, polegające na podstaw ieniu jednego ty lko  am inokw asu 
w łańcusu a lub |3. Zm iany zachodzą zawsze w obu łańcuchach danej 
pary.

W hemoglobinie K oelliker określanej jako a™DlJB Agr 141 £ 2  defek t po­
lega na b raku  końcowej arg in iny  w  łańcuchu a (79). Znane są też hem o­
globiny, w  k tórych am inokw asy zmienione są w dwu m iejscach. W he­
moglobinie CHariemnastępuje to  w obrębie jednego łańcucha. W pozycji 6  

łańcucha |3 kwas glutam inow y zastąpiony jest przez walinę, a w pozycji 
73 — kwas asparaginow y przez asparaginę (22). Obserwowano także 
zm iany w  obrębie obu par łańcuchów: w hem oglobinie M em phis/S 
i Memphis/C  zmianie w pozycji 23 łańcucha a, typowej dla hem oglobiny 
Memphis  (Glu->Glu—NH2), tow arzyszy podstaw ienie glutam iny w po­
zycji 6  łańcucha (3 przez w alinę w pierwszym  bądź lizynę w drugim  
przypadku (73).

■^^Lepore’ ^ ^ B o s to n ’ "^^Lepore H ollandia i HbPyl0S zaw ierają długie n iepraw i­
dłowe sekw encje aminokwasowe. W ystępują w  nich całe odcinki łańcu­
cha 8  w budow ane w łańcuch Uważa się, że przyczyną tego je s t cros­
sing over w obrębie cistronów  w arunkujących  sekw encję am inokwasów 
łańcuchów p i y (15).

Hemoglobiny zwierzęce. H em oglobiny krw i zw ierząt w ykazują za­
zwyczaj większe niż u człowieka zróżnicow anie u jednego osobnika. 
Różne hem oglobiny praw idłow e mogą u zw ierząt występować w w ięk­
szych ilościach jako składnik i główne, a nie drobne domieszki. Hemo-
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T a b l i c a l

R óżnice w  budow ie hem oglobin  niepraw idłow ych i h em oglobiny A

T y p  h em oglobiny

A m inokw as
Pozycja  
w  łańcuchu

O dnośnik
literaturow yH b A H b niepra­

w id łow a

Z m iany !ańcucha a

r L iz A sp 16 16

Gphiladelphia A sp L iz 68 >>

^ In d o n es ia G lu L iz 116 »

Guonolulu) GChinese G lu G lu -N H 2 30 »
M em phis G lu  ' G1u -N H 2 23 73

M exico G lu -N H 2 G lu 54 16

Shim onoseki G1u -N H 2 Arg 54 ,,

J Oxford G li Asp 15 y y

Jjledellin G li A sp 22 »

N orfolk G li A sp 57 y y

Lperrara A sp G li 47 ,,

Gparis A sp ? 6 ,4 ,7 4 , lub 85 76

M soston H is T yr 58 16

M xvatej MKankakee H is T yr 87 1 1 2

Chesapeake Arg L eu 92 30

Z m iany łańcucha (3

Hikari L iz A sp 61 16

N , Jenkins L iz G lu 95 34

Dibadan T re L iz 87 16

Ggan Jose G lu G li 7 »

Kjbadan G li G lu 41 lub  56 yy

JMeinung) Jliorat»
J Bangkok G li Asp 56 21, 30

Gcoushalta G lu A la 22 16

G  G alveston G lu Ala 43 >>

D p u n ja b i D ch iea g o G lu G lu -N H 2 121 »
Seatle A la G lu 70 lub 76 M

S G lu W al 6 ,,

c G lu L iz 6 ,,

E G lu L iz 26 ,,
OArab G lu L iz 121 »
A genogi G lu L iz 90 81

Siriraj G lu L iz 7 16

M ilw au k ee W al G lu 67 »
K oeln W al M et 98 29

G Accra A sp A sp -N H 3 77 16

T ok u ch i H is T yr 2 , ,

Mgaskatoom Mjj,a(joni» H is T yr 63 37, 83

Mnamburg
K enw ood H is A sp 143 16

Zurich H is Asp 63 y y
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globina końska ma dw a składniki główne, zaw ierające jednakow e łań­
cuchy a, lecz różne ¡3, kontrolow ane przez odrębne geny. We krw i m y­
szy w ystępuje kilka hemoglobin, różniących się budową zarówno a jak 
i (3 łańcuchów (88, 90, 92). Owce homozygotyczne m ają bądź hemoglo­
binę A, bądź B, heterozygotyczne zaś oba typy. Hemoglobiny te różnią 
się znacznie budową łańcuchów (3 (23). Łańcuchy a hemoglobin zwierzę­
cych zaw ierają przeważnie 141 a (3— 146 aminokwasów, przy czym od 
ludzkich odróżnia je sekw encja aminokwasowa. W ydaje się, że zachodzą 
pewne prawidłowości zależnie od gatunku. Z u c k e r k a n d l  i wsp. 
(119, 121), badając „fingerprint” peptydow y hemoglobin m ałp obserw o­
wali, że pep tydy  te  różnią się zaledwie nieznacznie od peptydów  hemo­
globiny ludzkiej A. Duże podobieństwo w zajem ne w ykazują peptydowe 
produkty  traw ien ia  trypsyną hemoglobin przeżuwaczy. Również i „fin- 
gerprinty” peptydow e hem oglobin różnych gryzoni cechuje duża zbież­
ność. Oba te  rodzaje różnią się znacznie m iędzy sobą i od krw i ludzkiej 
(25). W sekw encji aminokwasowej łańcuchów a i |3 o raz mioglobiny 
w iele aminokwasów, zajm uje identyczne lub bliskie pozycje. Szczególnie 
duże podobieństwo zachodzi m iędzy mioglobiną i łańcuchem  a. We 
w szystkich praw idłow ych hem oglobinach ludzkich łańcuchy a są iden­
tyczne, a w większości zw ierzęcych w ykazują dużą jednorodność i są 
mniej zróżnicowane niż (3. Szereg danych  wskazuje, że mioglobiną i łań ­
cuchy hemoglobin są produktem  ewolucji jednej cząsteczki. W ydaje się, 
że różnice w sekw encji am inokwasowej hem oglobin u różnych gatun­
ków zwierząt są w ykładnikiem  tego, w jakim  czasie gatunki te oddzieliły 
się od wspólnego przodka (120).

2. Struktura przestrzenna hemoglobin

S tru k tu ra  przestrzenna m ioglobiny i hem oglobiny w yjaśniona zosta­
ła dzięki dokonanej przez P e r u t z a  i K e n d r e w  analizie rentgeno- 
graficznej kryształów  tych  białek (32, 70, 71, 87). Istn ieje  ogrom ne po­
dobieństwo wielkości i k sz ta łtu  cząsteczki mioglobiny i łańcuchów he­
moglobiny wszystkich gatunków  ssaków i człowieka. W zbadanej przez 
K endrew  mioglobinie nasienia w ieloryba łańcuch polipeptydow y jest 
ciasno zw inięty, tak że przekrój poprzeczny cząsteczki jest kolisty. Łań­
cuch tw orzy naprzem ian proste segm enty i pozaginane nieregularne 
odcinki. Około 70°/o łańcucha jest praw oskrętną a-spiralą. W yróżnić moż­
na 8 odcinków spiralnych, tw orzących proste segm enty cząsteczki, oraz 
8 odcinków niespiralnych, leżących między nimi a także w C-końcowym 
cdcinku łańcucha. Cztery reszty  pro liny  umieszczone są w  zagięciach 
łańcucha. S tru k tu ra  jest bardzo zw arta, w nętrze cząsteczki jest hydro­
fobowe i praw ie pozbawione płynu. W kieszonce utw orzonej przez łań ­
cuch, blisko powierzchni, zna jdu je  się hem. Fe2+ hem u połączone jest 
z resztą histydyncw ą w pozycji 92, reszty  propionowe z argininą. We­
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w nętrzna część hem u umieszczona blisko części łańcucha bogatej w am i­
nokwasy arom atyczne otoczona jest ich hydrofobow ym i łańcucham i 
bocznymi.

Łańcuchy a i |3 hem oglobiny końskiej i ludzkiej tw orzą praw ie regu­
larny  czworościan. Każdy z łańcuchów  zawiera 8 odcinków spiralnych, 
przedzielonych niespiralnym i. W odróżnieniu od m ioglobiny w łańcu­
chach a i (3 N-końcowe odcinki m ają budowę niespiralną, zaś C-końco- 
we — spiralną. Odcinki sp ira lne  nadają  cząsteczce jej zwartość i stab il­
ność, ale jak się w ydaje, są jej najm niej swoistym i m iejscami. One w łaś­
nie w ykazują najw iększe podobieństwo w zajem ne w  łańcuchach, a pod­
staw ienie aminokwasów w hem oglobinach niepraw idłow ych następuje  
znacznie częściej w  odcinkach sp ira lnych  niż n iesp iralnych  (25).

Budowa trzeciorzędow a m ioglobiny u trzym yw ana jest dzięki w iąza­
niom  wodorowym  s tru k tu ry  w tórnej oraz siłom van d e r W aalsa. Chociaż 
istn ieją  także w iązania jonowe m iędzy polarnym i grupam i, są one jed­
nak tak  nieliczne, że zapewne nie odgryw ają większej roli (69). W ydaje 
się bardzo praw dopodobne, że w  cząsteczce hem oglobiny rzecz m a się 
podobnie.

Budowa łańcuchów a i p jest w zajem nie kom plem entarna. Łańcuchy 
różnoim ienne przylegają ściśle do siebie, natom iast jednoim ienne m ają 
m ało punktów  stycznych i kon tak t ich jest bardzo luźny. W yniki bada­
nia chemicznego hem oglobiny i łatwość, z jaką cząsteczka rozpada się 
na podjednostki wskazują, że w u trzym aniu  s tru k tu ry  czwartorzędow ej 
nie biorą udziału w iązania kowalencyjne. Znacznie bardziej praw dopo­
dobne jest, że cztery  łańcuchy łączą się m iędzypeptydow ym i w iązania­
mi jonowym i i w skutek różnych oddziaływań niejonowych. Większość 
polarnych łańcuchów bocznych w mioglobinie i przypuszczalnie w łań­
cuchach a i (3 leży na powierzchni, tak  że zachodzi możliwość oddziały­
w ań na  dużych pow ierzchniach kon tak tu  m iędzy nieidentycznym i pod- 
jednostkam i (25).

Cząsteczki hem oglobiny m ają zdolność do rozpadania się na podjed­
nostki w kw aśnym  i zasadowym  pH  oraz w stężonych roztw orach soli 
i m ocznika (36, 49, 101). Masa cząsteczkowa m aleje do połowy p ierw ot­
nej wartości. P roduktem  dysocjacji jest przypuszczalnie dim er, sk łada­
jący się z jednego łańcucha a i jednego |3 (9, 48). W yniki badań nad 
hybrydyzacją łańcuchów przem aw iały początkowo na korzyść pow sta­
w ania asym etrycznych podjednostek a2 i |32, ponieważ hybrydy  powstałe 
przez przeprow adzenie dysocjacji dwu różnych hem oglobin z następną 
rekom binacją podjednostek zaw ierały zawsze po dw a jednakow e łańcu­
chy jednoim ienne i nigdy nie otrzym ano hybrydu  o dw u różnych cc 
czy |3 łańcuchach. Obecnie sądzi się jednak, że hybrydy  pow stają nie 
z dim erów, ale m onom erów tw orzących się w skutek dalszej dysocjacji 
cząsteczek (9, 47, 48). Obserwowano pow staw anie produktów  dysocjacji
o niższym  niż dim ery ciężarze cząsteczkowym.
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W yniki badania s tru k tu ry  przestrzennej hem oglobiny prom ieniam i 
rentgenow skim i są zgodne z danym i uzyskanym i drogą badań fizyko­
chem icznych i analizy chem icznej łańcuchów. W łasności hydrodynam icz­
ne sugerują również ku listy  kształt cząsteczki, a zawartość s tru k tu ry  spi­
ralnej jest identyczna p rzy  oznaczeniu jej rentgenograficznie i m etodą 
pom iaru skręcalności optycznej (20). K ształt cząsteczki uw arunkow any 
jest kolejnością ułożenia aminokwasów. N iektóre z nich w ystępują  
w identycznych lub bliskich m iejscach łańcuchów we w szystkich hem o­
globinach ssaków i te  zapew ne w arunku ją  ich zbliżony kształt. Na przy­
kład proliny znajdują się zawsze w zagięciach łańcucha, w odcinkach 
niespiralnych, przy ich przejściu  w spiralne. Na k sz ta łt cząsteczki w du­
żej m ierze wpływa też oddziaływanie między częścią białkową a grupą 
prostetyczną. I pod tym  względem  zachodzi duże podobieństwo m iędzy 
wszystkim i hem oglobinam i — ułożenie hem u w łańcuchu, sposób w iąza­
nia, rodzaj i pozycja aminokwasów, z k tó rym i się łączy są identyczne 
lub bardzo zbliżone.

3. Zmiany konformacyjne hemoglobiny

K onform acja cząsteczki hem oglobiny ulega ustaw icznym  zmianom 
i ta  jej plastyczność w arunku je  specyficzne zdolności funkcjonalne he­
moglobiny. Zależności te są przedm iotem  coraz liczniejszych badań. Ro­
dzim a globina różni się znacznie budową przestrzenną od hem oglobiny. 
Zm iana konform acji w yw ołana obecnością hem u w arunkuj,e różnice we 
właściwościach cząsteczki. W łasności fizykochem iczne i funkcjonalne 
cząsteczki rekom binow anej z natyw nej globiny i protohem u są iden tycz­
ne z rodzimą hemoglobiną, różne natom iast od globiny (6, 99). Hemoglo­
binę cechuje znacznie większa odporność n a  denatu rację  i traw ien ie  
enzym am i proteolitycznym i niż globinę. Różnice w ystępują też w  cię­
żarze cząsteczkowym, punkcie izoelektrycznym , reakcjach  z b łękitem  
brom otym olowym  i w łaściwościach im m unochem icznych (12, 91, 98).

K onform acja cząsteczki hem oglobiny zależy też od stanu żelaza i zmie­
nia się przy zmianie jego wartościowości lub przyłączeniu ligandu. Ba­
dania dyfrakcji rentgenow skiej cząsteczek ferrihem oglobiny, hem oglo­
biny i oksyhemoglobiny w ykazały, że u tlenienie, redukcja i u tlenow anie 
grupy prostetycznej w yw ołują znaczne zm iany konform acyjne części 
białkowej (89). W ydaje się, że polegają one głównie na przem ieszczeniu 
pod jednostek względem siebie, a nie na innym  zwinięciu poszczególnych 
łańcuchów, a więc są zm ianam i s tru k tu ry  czw artorzędow ej. N ajw ięk­
szym przesunięciom  ulegają łańcuchy (3, k tó re  w  zredukow anej hem oglo­
binie odsuwają się od siebie i oddalają od środka cząsteczki, przy czym 
odległość m iędzy hem am i w zrasta  (85). Badania dyspersji skręcalności 
optycznej wskazują, że zaw artość s tru k tu ry  spiralnej nie zm ienia się 
przy utlenow aniu hem oglobiny (26, 116). Zm iany s tru k tu ry  czw arto-
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rzędow ej, wyw ołane przyłączeniem  ligandu pociągają za sobą zm iany 
właściwości cząsteczki. Jak  w ykazał H a u r o w i t z  (50) w swym k la­
sycznym  doświadczeniu, k rysz ta ły  oksyhem oglobiny ulegają rozpadow i 
po odłączeniu tlenu  od cząsteczki. Po przyłączeniu ligandu zmienia się 
rozpuszczalność cząlsteczek hem oglobiny, jej w łasności d ielek tryczne 
i lepkość. Obecność ligandu zmniejsza powinowactwo cząsteczki do sub­
stancji typu  błękitu  bromotymolowego (12, 77, 103). Reaktyw ność czyn­
nej grupy SH w zrasta po utlenow aniu  (18, 93). Zm ienia się również 
wrażliwość na traw ienie enzym am i proteolitycznym i. K arboksypepty- 
dazy traw ią oksyhem oglobinę silniej niż hemoglobinę. Szczególnie duża 
różnica zachodzi w działaniu karboksypeptydazy A. Traw i ona łań ­
cuch |3, co potw ierdza przypuszczenie, że ten  w łaśnie łańcuch ulega 
zmianom konform acyjnym  w czasie przyłączania ligandu (118).

Ze zmianam i konform acyjnym i cząsteczki związane jest również tzw. 
oddziaływanie hem — hem. Nazwa ta, ogólnie przyjęta, nie oznacza jed ­
nak bezpośredniego działania m iędzy hemam i. M echanizm oddziaływ a­
nia hem — hem  polega przypuszczalnie na tym, że zm iana w grupie 
prostetycznej jednego z łańcuchów polipeptydow ych powoduje zmianę 
konform acji innych, zm ieniając tym  sam ym  ich właściwości. O ddziały­
wanie hem  — hem  zachodzić może nie tylko w obrębie jednej cząsteczki.

Związek funkcji hem oglobiny z jej zmianam i konform acyjnym i omó­
wiony zostanie w następnym  rozdziale.

II. Reakcje hemoglobiny z ligandami

Dwuwartościowe żelazo w cząsteczce hemoglobiny ma zdolność od­
w racalnego wiązania szeregu ligandów: Oz, CO, NO, CN- , N2, alkiloizo- 
cyjanków  i związków nitrozoarom atycznych. W olny hem  oraz chrom o­
geny mogą również wiązać w ym ienione wyżej ligandy, z w yjątk iem  
tlenu. Nie wiadomo dokładnie w jaki sposób białko zapobiega sam outle- 
n ien iu  żelaza w obecności tlenu, w ydaje się jednak, że grupy hydrofo­
bowe arom atycznych aminokwasów, leżących w otaczających hem  od­
cinkach łańcuchów polipeptydow ych tw orzą hydrofobow ą barierę  nie 
dopuszczającą do przeniesienia elektronów  na żelazo (115).

Reakcje hem oglobiny z ligandam i przebiegają w  daleko bardziej 
skom plikow any sposób niż reakc je  mioglobiny, czy też wolnych łań ­
cuchów a i (3. Je s t to w ynikiem  obecności czterech centrów  wiążących 
i czterech podjednostek w  cząsteczce i oddziaływ ania m iędzy nimi. Obec­
ność ligandu w jednym  z hemów zmienia powinowactwo pozostałych, 
oraz kinetykę reakcji ligandu z nimi. C harakterystyczny ksz ta łt krzyw ej 
dysocjacji oksyhemoglobiny, efekt Bohra i inne zjaw iska w reakcjach 
z ligandam i spowodowane są oddziaływaniem  hem  — hem  i zm ianam i 
s tru k tu ry  przestrzennej cząsteczki w  czasie jej funkcji. W aspekcie

http://rcin.org.pl



[9] B U D O W A  H EM O G LO BINY 35

zmian konform acyjnych da się również w ytłum aczyć in teresu jące spo­
strzeżenie G i b s o n a  (40), że po raptow nej dysocjacji CO od karboksy- 
hem oglobiny, zachodzącej p rzy  fotolizie błyskowej, hemoglobina łączy 
się z CO daleko szybciej niż w norm alnych w arunkach. Ta szybko reagu­
jąca form a hem oglobiny przechodzi następnie w zwykłą, o ile nie zosta­
nie związana z tlenkiem  w ęgla. Praw dopodobnie przy raptow nym  od­
dzieleniu ligandu hemoglobina nie nadąża z powróceniem  do wyjściowej 
konform acji i pozostaje w bardziej reaktyw nej form ie, jaką m iała w po­
łączeniu z ligandem.

1. Równowaga reakcji hemoglobiny z Ugandami

Krzywa dysocjacji tlenu oksyhem oglobiny ma kształt sigmoidalny a nie 
hiperboliczny, jak w przypadku m ioglobiny, co oznacza, że powinowac­
two centrów  wiążących do tlenu  rośnie ze wzrostem  nasycenia tlenem . 
Stąd wniosek, że obecność tlen u  przy pierw szym  hem ie wzmaga kolej­
no powinowactwo pozostałych, a więc zachodzi oddziaływ anie hem — 
hem. Takie oddziaływanie, w k tó rym  powinowactwo do ligandu wzrasta, 
nazwano dodatnim . Przy ujem nym , powinowactwo do ligandu następ­
nego z kolei cen trum  wiążącego m aleje w porów naniu z poprzednim . 
K ształt krzyw ej dysocjacji hem oglobiny z innym i Ugandami, łączącym i 
się z żelazem dw uw artościow ym  jest w zasadzie taki sam  jak  z tlenem , 
niezależnie od rodzaju  ligandu. W ydaje się, że m echanizm  oddziaływ a­
nia hem  — hem  oparty  jest we w szystkich przypadkach na tej samej 
zasadzie.

Sigm oidalny kształt krzyw ej dysocjacji ligandów obserw uje się we 
w szystkich hemoglobinach praw idłow ych człowieka i innych ssaków, 
oraz w części hemoglobin patologicznych. N atom iast krzyw a dysocjacji 
tlenu  hem oglobiny H, posiadającej budowę j? 4 ma kształt hiperboli. Jak  
stwierdzono, w cząsteczce tej hem oglobiny nie w ystępuje oddziaływ anie 
hem — hem  (19), a jej utlenow anie nie pow oduje też zmian konform acji 
białka (86). Również i o trzym any  przez R a n n e y a  i wsp. (90a) drogą 
hybrydyzacji sk ładnik  hem oglobiny zaw ierający jedynie łańcuchy a 
zachowuje się w obecności tlen u  identycznie jak  hem oglobina H. Zda­
niem autorów  dla praw idłowego funkcjonow ania hem oglobiny konieczne 
jest oddziaływ anie m iędzy różnoim iennym i łańcucham i i za m inim alną 
jednostkę funkcjonalną uw ażają oni d im er a-(3. D im ery takie mogą rea­
gować z ligandam i w ten  sposób, że tylko jeden z łańcuchów  związany 
jest z ligandem. Zdaniem  A n t o n i  n i  e g  o (4) dim ery typu  ax-(5, lub 
Px-a są praw dopodobnie p roduktam i pośrednim i reakcji hemoglobiny 
z ligandami.

Równowagi reakcji hem oglobiny z ligandam i nie da się określić pros­
tym i stałym i łączenia i dysocjacji, ponieważ nie odzw ierciedlałyby one 
oddziaływania między centram i wiążącym i. Zazwyczaj stosuje się bądź
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rów nanie H i 11 a (52), bądź czteroetapow y model A d a i r  a (1), o k tó­
rym  będzie mowa później.

Rów nanie H illa jest bardzo często stosow anym  i użytecznym , choć 
em pirycznym  sposobem przedstaw ienia równowagi reakcji:

KXD lub y =  K pn
( i - y )  ( i - y )

gdzie y jest cząstkowym  nasyceniem  hemoglobiny przez ligand, X aktyw ­
nością wolnego ligandu (oznaczoną jako p gdy ligand jest gazem), a K 
i n sta łym i em pirycznym i. To rów nanie nie ma bezpośredniego fizyczne­
go znaczenia, ale zgadza się z danym i dośw iadczalnym i reakcji hem o­
globiny z Ugandami 'p rzy  w artościach y pomiędzy 0,01 a 0,9. W artości 
w yrażenia K lub X V2 (czy p V2), aktwności ligandu odpowiadającej 
połowicznem u nasyceniu, oraz n, m ierzone gdy y jest bliskie V2, służą 
do określenia pow inow actw a do ligandu i ksz ta łtu  krzyw ej równowagi. 
W ielkości te  da ją  możność porów nyw ania danych uzyskanych przy ba­
daniu różnych hemoglobin i w  różnych w arunkach. W ielkość n  cha­
rak te ry z u je  też oddziaływanie hem  — hem  i uważa się ją za wskaźnik 
ilości w zajem nie oddziaływ ujących centrów  w iążących w  cząsteczce.

W w ypadku, gdy w cząsteczce jest ty lko  jeden hem  (mioglobiną i izo­
low ane łańcuchy a i (3) krzyw a równowagi reakcji z ligandam i ma kształt 
hiperboli, a n =  1 (5). W artość n  jest rów na jedności rów nież i w cząstecz­
kach o większej ilości hemów, gdy są one równoznaczne co do reak tyw ­
ności, lecz niezależne od siebie. W ypadek taki ma m iejsce w hem oglobi­
nach niek tórych  niższych kręgowców i bezkręgowców (67, 78), a także 
w  n iek tórych  hem oglobinach zm odyfikowanych i niepraw idłow ych, na 
przykład  w hem oglobinie traw ionej karboksypeptydazą A, w hemoglo­
binie H, clą, MIv?te, i innych (14, 51, 90a).

W w ypadku, gdy w cząsteczce jest kilka równoważnych, lecz zależ­
nych od siebie hemów o dodatnim  oddziaływaniu hem  — hem  w artość n 
jest w iększa od jedności (117). W artość ta jest do pewnego stopnia wskaź­
nikiem  ilości hemów biorących udział w  reakcji. Dla hem oglobin ssaków, 
w w arunkach fizjologicznych w reakcji z tlenem  w artość n wynosi oko­
ło 3. Oznacza to, że ilość reagujących hemów wynosi co najm niej trzy, 
lub więcej. W artości n uzyskane dla innych ligandów są zbliżone. Jak  
już wspom niano, p rzy  m odyfikacjach cząsteczki, zm niejszających od­
działyw anie hem  — hem  i w pływ ających na zm iany konform acyjne 
łańcuchów, w artość n  zm niejsza się. Dodatkowym  czynnikiem  zm niej­
szającym  wartość n może być wzrost heterogeniczności układu, na przy­
kład w m ieszaninie różnych hemoglobin.

Na ogół zm niejszeniu w artości n tow arzyszy wzrost powinowactwa 
całej cząsteczki do tlenu  i innych ligandów. W ysokim powinowactwem  
odznacza się mioglobiną, izolowane łańcuchy a i (3 i zm odyfikow ane he­
moglobiny. W ydaje się, że konform acja niezm ienionej hemoglobiny
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38 J . K W IA TK O W SK A [12]

u tru d n ia  dostęp ligandu do pierwszego hem u. Zm iana te j konform acji, 
k tórej towarzyszy też zanik oddziaływania hem  — hem  podwyższa to 
powinowactwo (3, 103).

W tablicy 2 przedstaw iono zm iany powinow actw a do tlenu, w artoś­
ci n i efektu  Bchra w zależności od zmian konform acji w  zm odyfiko­
w anych hemoglobinach.

Zm iany równowagi reakcji hem oglobiny z innym i Ugandami zacho­
dzą zw ykle równolegle do obserw ow anych przy reakcji z tlenem . Od­
działyw anie hem  — hem może zachodzić nie ty lko  w  obrębie jednej 
cząsteczki. Na przykład przy rozpadzie hem oglobin na podjednostki
o połowie pierw otnego ciężaru cząsteczkowego w artość n i pow inow ac­
tw o do' tlen u  nie zmienia się, co w skazuje na oddziaływ anie m iędzy 
oddzielonymi podjednostkam i w  roztworze (7, 100, 102). Również i w h e­
m oglobinie m inoga w artość n  jest większa niż jeden, chociaż w cząstecz­
ce znajdu je  się ty lko  jeden hem  (8, 27). P rzy  ujem nym  oddziaływ aniu 
hem  — hem, gdy powinowactwo następnych centrów  wiążących m aleje, 
w artość n jest m niejsza niż jeden. Zjawisko to  obserw uje się w hem o­
globinach pew nych ryb. (97).

2. Kinetyka reakcji hemoglobiny z ligandami

W hem oglobinach ssaków reakcja z ligandam i zachodzić może w czte­
rech kolejnych etapach z utw orzeniem  związków pośrednich. Taki 
obraz reakcji przedstaw ia następujący  schem at A d a i r  a (1):

ki ’ ki 
Hb4+ X  Hb4X] K, =  -r±

ki kj

Hb4X 1+X«'F=i Hb4X2 =  ^
^2 ^2

K  k ;
Hb4X2+ X  ^  Hb4X3 K3 =  k7

K  k;Hb4X3+ X  ^  Hb4X4 K4 =
K 4  K 4

gdzie H b4 oznacza te tram er hemoglobiny, X — aktyw ność ligandu, 
K — sta łą  równowagi, k ' — sta łą  szybkości tw orzenia się związku, 
k — stałą szybkości jego dysocjacji. Zgodne z tak im  schem atem  okaza­
ły się w yniki późniejszych badań k inetyki reakcji hem oglobiny owczej 
z ligandam i. (41, 45, 105).

S tałą  szybkości przyłączenia się pierwszej cząsteczki ligandu (ki) 
oblicza się m ierząc szybkość reakcji w  pierw szych jej stadiach i ekstra- 
polując do czasu 0 (41). S tałą k i  m ierzy się w aparacie do fotolizy b łys­
kowej, odszczepiając fotochemicznie niew ielką porcję przyłączonego li-
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[13] B U D O W A  H EM O G LO BINY 39

gandu, przy  czym zakłada się, że rekom binacja zachodzi w edług sche­
m atu: H b4X 3 +  X->Hb4X 4 (39). Inną m etodą jest badanie fotolizą błys­
kową roztw oru hem oglobiny, będącej w równowadze z dwom a Ugan­
dam i, różniącym i się znacznie wrażliw ością na fotolizę (41). S tałą  dy- 
sccjacji czw artej cząsteczki ligandu — k4 oznacza się w reakcjach, 
w k tórych  jeden ligand zastępuje się innym  w w arunkach  pełnego n a ­
sycenia hemoglobiny. Stosując różne stężenia ligandu X przy znanym  
stężeniu ligandu Y m ierzy się szybkość zastąpienia X przez Y (44). S tałe 
k inetyczne reakcji hem oglobiny owczej z różnym i ligandam i zestaw ił 
A n t o n i n i (3).

Szybkość łączenia się ligandu z czw artym  hem em  (k^) przew yższa 
znacznie szybkość reakcji pierw szych trzech, co jak się zdaje w arunku je  
sigm cidalny kształt krzyw ej równowagi. Dotyczy to zarów no tlenu, jak 
i — w brew  pierw otnym  przypuszczeniom  — CO i innych ligandów. 
Stosunek k^/k/ k tó ry  jest w ykładnikiem  oddziaływ ania hem — hem, 
w ykazuje duże różnice p rzy  reakcjach  z różnym i ligandam i, co może 
wskazywać na ilościowe jak  i jakościowe różnice oddziaływ ania hem  — 
hem w zależności od ligandu (42). W edług hipotezy P a u l i n g a  przy­
łączeniu pierwszego ligandu tow arzyszy zm iana konform acji pozosta­
łych łańcuchów. „Rozluźnienie” s tru k tu ry  usuwa przeszkody p rzestrzen­
ne i znacznie ułatw ia dostęp następnych cząsteczek ligandu do centrów  
wiążących (38). Pogląd ten  stoi jednak w pew nej sprzeczności z obec­
nym i wiadomościami, w edług k tó rych  hem y leżą blisko pow ierzchni 
cząsteczki hemoglobiny.

3. Wpływ różnych czynników na równowagę reakcji hemoglobiny z ligandami

W pływ  pH  — ejek t Bohra. W hem oglobinach ssaków  sigm oidalny 
kształt krzyw ej równowagi z tlenem  pozostaje w  zasadzie niezm ienio­
ny przy różnych pH. W artość n również nie zm ienia się w zakresie pH 
od 5,0 do 10,0. N atom iast pow inow actw o do tlenu  zależne jest w dużej 
m ierze od pH  (rysunek 1).

Pow inow actwo do tlenu , w yrażone jako p  V2 z rów nania H illa jest 
m inim alne przy pH  6,0— 6,5 i w zrasta silnie przy bardziej kw aśnym  i bar­
dziej zasadowym pH. Z jaw isko to nosi nazwę efektu  Bohra, p rzy  czym 
zm iany w zakresie pH powyżej pH 6,5 określa się jako norm alny, a po­
niżej — odw rotny efekt Bohra. Drugim  aspektem  efektu  Bohra jest 
zależność powinowactwa hem oglobiny do jonów wodorowych od p rzy ­
łączenia, czy też odszczepienia tlenu  w grupie prostetycznej (rysunek 2).

Oba aspekty efektu B ohra m ają  w ielkie znaczenie d la praw idłow ej 
w ym iany i tran spo rtu  gazów, oraz regulacji tych  procesów w różnych 
stanach  fizjologicznych organizm u.

Efekt Bohra jest w yrazem  funkcjonalnego w spółdziałania grup pro- 
stetycznych i jonizujących ugrupow ań części polipeptydow ej cząsteczki.
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40 J. K W IA TK O W SK A [14]

Pow staje pytan ie, czy utlenow anie każdego z hemów ma ten sam wpływ 
na jonizację grup. Zdaniem  W ym ana zachowanie sigmoidalnego kształtu  
krzyw ej równowagi z tlenem  w różnych pH  sugeru je  pow iązanie fu n ­
kcjonalne w szystkich czterech hemów z jonizacją takich sam ych grup 
w poszczególnych łańcuchach. Za tym , że u tlenow anie każdego hem u 
ma ten  sam  w pływ  na dane grupy przem aw ia również liniowa zależność

pH

Rys. 1. Efekt Bohra i wartości n hemoglobiny ludzkiej w  różnych buforach
(według 13)

Stężen ie hem oglobiny 3—5 m g/m l, t. ?iO°C. 9  — w  0,2M fosforan ie, O  — w  0,4M octanie, 
A  — w  0,05M boranie, A — w  0,4M m ieszaninie g licy n y  i NaOH.

pH------ --

Rys. 2. Wartości AX jako funkcja pH (według 13)
Stężen ie hem oglobiny 3—5 mg/ml, t. 20°C. X — ilość protonów  zw iązanych  przez oksyhem o- 
globinę, X ’ — ilość protonów  zw iązanych  przez hem oglobinę. K rzywa 1—2',5X10—s fosforan . 
K rzywa 2—0,2M fosforan , 0,4M octan, 0,05M boran, lub 0,4M glicyna — NaOH bez dodatku soli. 

K rzyw a 3—0,15M fosforan  +  2M NaCl. K rzywa 4—0,15M fosforan  +  5M NaCl.

m iędzy procentem  w ysyeenia hem oglobiny tlenem  a pobraniem  pro to­
nów przez cząsteczkę (117). Natom iast wyniki doświadczeń R a u g h t o -  
n a i wsp. (105) w ykonanych na hemoglobinie owczej przem aw iają za 
istnieniem  pew nych różnic w efekcie Bohra związanych z utlenow aniem  
poszczególnych hemów.
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[15] BU D O W A  H EM O G LO BINY 41

Zależność m iędzy powinowactwem  do tlenu  a zdolnością w iązania 
protonów  w yraża następujące rów nanie:

Slogpl/2 = X „ _ X , =  AX
SpH

gdzie X" jest liczbą protonów  związanych przez oksyhem oglobinę, 
X ' — przez hemoglobinę, a p V2 — ciśnieniem  0 2 przy połowicznym w y- 
syceniu.

Rów nanie to można stosować, gdy k sz ta łt krzyw ej dysocjacji nie 
zm ienia się w  zależności od pH. Zgodność m iędzy w artością AX obli­
czoną ze zm iany powinowactwa do tlenu  w edług tego rów nania, a m ie­
rzoną bezpośrednio w ykazano dla hem oglobiny końskiej i ludzkiej, przy 
czym istn ieje  ona również w w arunkach, gdy hem oglobina dysocju je 
na dw ie pod jednostki — dim ery (10, 11, 117).

Zagadnienie ilości grup jonizujących, ich budowa chemiczna i m iej­
sce w łańcuchach polipeptydow ych nie jest wciąż jeszcze w yjaśnione. 
Z w artości AX, k tóra osiąga m aksim um  około 0.6 rów now ażnika na  hem 
wnioskuje się, że w efekcie Bohra zaangażowana jest conajm niej jedna 
grupa jonizująca na cząsteczkę przyłączonego tlenu. W ydaje się, że w każ­
dej z faz efektu Bohra tzn. tak  w efekcie norm alnym  jak i odw rotnym  
bierze udział jedna grupa jonizująca. Zakładając udział dwu grup joni­
zujących w  dw u fazach efektu Bohra, można obliczyć pH  tych  grup 
z rów nania.:

logpl/2  =  stała =  log. (H++ K0 ( H++ Kn
(H++ K i) (H ++K ')

gdzie K |' i K '' są sta łym i dysocjacji obu grup jonizujących oksyhem o­
globiny, a Ki i K'2 — hemoglobiny. W ten sposób obliczono w artości pK  
dla grup jonizujących hem oglobiny ludzkiej i  końskiej i okazało się, 
że jedna z grup ma ch arak te r silniej, a d ruga słabiej kwasowy. W ar­
tości pK  grup jonizujących oksyhem oglobiny i hem oglobiny ludzkiej 
przedstaw iono w tab licy  3.

Jak  widać z tab licy  3 efek t Bohra zależy od stężenia sold w środo­
wisku — zmniejsza się on z w zrostem  siły jonowej, a p rzy  T/2 rów nym  
5 zanika zupełnie. W granicach 172 pom iędzy 0,2— 0,4 w artości pK  obu 
grup jonizujących zm ieniają się — jednej z 8,25 na 6,95, d rug ie j zaś 
z 5,30 na 5,90. W artości ApK hem oglobiny końskiej są podobne do ludz­
kiej dla obu grup. W ydaje się, że w  odw rotnym  efekcie Bohra, w  za­
kresie pH  poniżej 5,5 bierze udział jeszcze jedna, pomocnicza grupa (10).

Początkowo obie grupy jonizujące uważane były  za niezależne i nie 
oddziaływ ujące n a  siebie. Jednakże dane dotyczące hem oglobiny ludz­
kiej (2) oraz minoga (8) w skazują na możliwość oddziaływ ania w zajem ­
nego między tym i grupam i.
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T a b l i c a  3

W artości p K  grup jonizujących  hem oglobiny ludzkiej w pływ ających na efekt Bohra (t 2 0 °C )

(w ed ług  13)

r/2
2 .5 — 7.5 X

X l 0 - 3
0 .1 5 — 0.4 2 .2 — 2.5 5 .2— 5.5

H em oglobina
p K \ 7.71 8.25 8.29 8.16
p K 2 4 .92 5 .30 6.33 6 .90

Oksy hem oglobina
p K i 6.17 6 .95 7.28 7.80

p K 2 5.72 5 .90 6.81 6.98
A p K 1 - 1 . 5 4 - 1 . 3 0 — 1.01 - 0 . 3 6

A p K 2 0 .80 0 .6 0 0.48 0 .08

Budowa chemiczna grup w arunkujących  norm alną i odw rotną fazę 
efek tu  Bohra nie jest jeszcze ostatecznie ustalona. W y m a n  (117) p rzy­
puszcza, że w obu fazach chodzi o pierścień imidazolowy reszt h istydy- 
nowych, ponieważ zakres pH, w k tó rym  w ystępuje efekt Bohra jest 
identyczny z zakresem, w którym  zachodzi dysocjacja grup im i- 
dazolowych, a ciepło jonizacji grup sprzężonych z utlenow aniem  
odpowiada ciepłu jonizacji grup imidazolowych (6000 cal). Rów­
nież i w yniki B e n e s c h ó w  (17), uzyskane przy badaniu w pływ u N- 
ety lcm aleim idu  na efek t Bohra potw ierdzają hipotezę imidazolową. 
Jeżeli naw et grupam i zaangażow anym i w efekt Bohra są reszty  h istydy- 
nowe, to nie chodzi tu  o te, k tó re  wiążą się z żelazem hem u bezpośrednio. 
To samo wiązanie bowiem w ystępuje w  mdoglobinie i pozostaje niezm ie­
nione w w yizolow anych łańcuchach a i P, w k tó rych  b rak  jednak efek tu  
Bohra. Również i w tych  hem oglobinach niepraw idłow ych i zmodyfiko­
w anych, w których efekt Bohra nie w ystępuje (patrz tablica 2), w iąza­
nie F e2+—histydyna jest nienaruszone. Nie jest też w ykluczony udział 
innych grup w efekcie Bohra. Na podstaw ie badań w pływ u tem p era tu ry  
na ten  efek t pow stała koncepcja, że w efekcie odw rotnym  udział bierze 
grupa karboksylowa, w  norm alnym  zaś — imidazolowa lub aminowa 
(11, 96).

W ydaje się, że dla e fek tu  Bohra konieczny jest udział zarów no łań­
cuchów a jak i p. W hemoglobinie H ( 4 ) i <*4 efekt Bohra nie w ystępuje. 
R i g g s  i H e r n e r  (94) sugeru ją specjalne znaczenie i w iększy udział 
łańcuchów  p.

E fekt Bohra nie jest zjaw iskiem  związanym  wyłącznie z u tlenow a­
niem  hem oglobiny. W ystępuje on również przy  reakcji hem oglobiny
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z tlenkiem, węgla, etyloizocyjankiem  i innym i ligandam i (63, 66). I przy 
tych ligandach ksz ta łt krzyw ej dysocjacji nie zależy od pH.

Skoro grupy w arunkujące efekt Bohra są odległe od grup hem u i nie 
są z nim bezpośrednio związane, w spółdziałanie ich z hem em  zachodzi 
prawdopodobnie za pośrednictw em  zmian konform acji białka. W czasie 
denatu racji białka zachodzą duże zm iany pK  grup jonizujących (113). 
Zm iana konform acji białka podczas utlenow ania może pociągać za sobą 
zmianę oddziaływ ań elek trostatycznych  pew nych grup i m odyfikację 
w artości pK.  E fekt Eohra zm niejsza się w stężonych roztw orach soli, 
gdzie siły e lek trostatyczne są znacznie zredukow ane. Poniew aż w  cza­
sie utlenow ania zmienia się głównie układ w zajem ny łańcuchów, a nie 
ich budowa trzeciorzędow a, m ożna przypuszczać, że efekt B ohra za­
chodzi w skutek oddziaływ ania grup um ieszczonych na styku  łańcuchów  
« i P. We w szystkich przypadkach znacznych zmian konform acji białka 
i zaniku oddziaływ ania wzajemnego' m iędzy łańcucham i zanika i efekt 
Bohra. W ydaje się, że m echanizm  tego tak  ważnego dla praw idłow ej 
funkcji hem oglobiny zjaw iska polega na zm ianach s tru k tu ry  p rzestrzen ­
nej cząsteczki (3).

W pływ  soli. K ształt krzyw ej równowagi hemoglobiny z tlenem  oraz 
powinowactwo do tlenu  zależne są od stężenia soli w środowisku. W nis­
kich stężeniach soli kształt krzyw ej staje  się m niej sigm oidalny, po­
winowactwo do tlenu  w zrasta. P rzy  172 poniżej 1X 10-4 w artość n jest 
niska (1,3— 1,4), przy wzroście stężenia soli w zrasta do 3 i u trzym uje 
się na tym  poziomie naw et w wysokich stężeniach, mimo dysocjacji he­
moglobiny do dim erów (102). P rzy stałej sile jonowej zm iany kształtu  
krzyw ej nie zależą od rodzaju  jonów, natom iast powinowactwo do tle ­
nu zmienia się w niejednakow ym  stopniu w obecności różnych jonów. 
M echanizm działania soli na równowagę tlenową jest n iejasny — m ożli­
we, że w pewnej mierze zależy on od wiązania jonów przez grupy łań­
cuchów polipeptydow ych związanych funkcjonalnie z procesem  u tleno­
wania.

W pływ stężenia hemoglobiny. K ształt krzyw ej dysocjacji tlenu  zmie­
nia się nieco wraz ze zm ianą stężenia hemoglobiny w roztworze. W bar­
dziej rozcieńczonych roztw orach kształt krzyw ej jest m niej sigm oidalny, 
powinowactwo do tlenu niższe (53). W artość n w 0,5M fosforanie zm niej­
sza się z 3,3 do 2,5 przy rozcieńczeniu hemoglobiny z 6,5 do 0,25 m g/m l 
(104). Należy wziąć pod uwagę, że wszelkie pom iary reakcji przeprow a­
dza się zwykle w rozcieńczonych roztworach, podczas gdy w krw inkach 
stężenie hemoglobiny osiąga 30%, co może w dużym  stopniu zmieniać 
zachowywanie się hem oglobiny in vitro.

Wpływ  temperatury.  AH hem oglobiny ludzkiej, m ierzone w zasado­
wym  pH  (gdzie ciepło jonizacji grup czynnych w efekcie Bohra jest m i­
nimalne) wynosi około -14 kcal na mol przyłączonego tlenu  (11). Pow i­
nowactwo hemoglobiny do tlenu  i innych ligandów zależy od tem pera­
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tu ry , i to naw et w przypadku m odyfikacji cząsteczki, powodujących 
zm iany wartości n i p 1/2 (14, 103, 117).

K ształt krzyw ej równowagi tlenow ej nie zmienia się w głównej swej 
części w zależności od tem peratu ry , w ydaw ało się więc, że AH jest jedna­
kowe dla wszystkich hemów (117). R o u g h t o n  i wsp. (105) obserwo­
wali jednak niew ielkie zm iany w skra jnych  odcinkach krzyw ej rów no­
wagi hem oglobiny owczej z tlenem . Obliczenia dokonane na tej podsta­
wie wykazały, że ciepło w iązania pierwszego hem u przewyższa średnią
o około 5 kcal. AHx obliczone przez niego wynosi -15700 kcal, AH2 — 
-11400 kcal, AH3 -7800 kcal i AH4 -8700 kcal. Może to oznaczać, że n a j­
większe zm iany entropii związane są z przyłączeniem  tlenu  do pierw sze­
go hem u i w tedy też zachodzą najw iększe zm iany konform acyjne czą­
steczki (77).
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pos t .  B iochem.  14, 49—64 (1968).

K R Y S T Y N A  KONOPKA*

Defekty enzymatyczne krwinek czerwonych

Enzymatic Defects of Red Cells

The fenzymatic defects of erythrocytes concem ing enzymes participating in the 
red blood cells metabolism are discussed.

Przyczyną pew nych zaburzeń m etabolicznych krw inek czerwonych 
są defekty enzym atyczne. Dotyczy to głównie wrodzonych niedokrw is­
tości hem olitycznych oraz wrodzonej methemoglobinem ii. B rak enzym u 
lub upośledzenie aktyw ności enzym atycznej w chorobach dziedzicznych 
jest uw arunkow ane genetycznie.

Defekty krw inek czerwonych można podzielić na trzy  grupy:
1. defekty enzymów biorących udział w metabolizmie erytrocytów
2. defekty enzymów zw iązanych z syntezą hem u
3. hemoglobinopatie — spowodowane niepraw idłow ą s tru k tu rą  części 

białkowej Hb.
Niniejsza praca omawia pierwszą grupę defektów enzym atycznych 

obejm ującą: I. wrodzone m ethem oglobinem ie, II. wrodzoną niesferocy- 
tową anemię hem olityczną, III. wrodzony wysoki poziom ATP.

I. Wrodzone methemoglobinemie

M etHb zaw ierająca Fe3+ nie jest zdolna do odwracalnego u tlenow a­
nia. Poziom jej w w arunkach  fizjologicznych wynosi do 2°/o całkow itej 
ilości Hb. Pow staw aniu M etHb przeciw działają dwa odrębne m echa­
nizmy:
jeden zależny od swoistej budow y cząsteczki Hb, nadającej atomowi 
Fe2+ hem u szczególną odporność na działanie czynników u tlen ia ją ­
cych (39)
i drugi o charakterze enzym atycznym , k tó ry  stanow ią dwa układy  tak 
zwanych reduktaz MetHb, redukujące nieczynną M etHb do ak tyw nej 
pod względem oddechowym Hb (15). Noszą one nazwę układów  stab i­
lizacji Hb (33). Pierw szy z tych  układów  korzysta ze zredukow anego 
NADP jako donatora wodoru działając poprzez cykl pentozowy, drugi — 
ze zredukowanego NAD i jest związany z glikolizą (schem at 1).

* Lek. med., mgr biochemii, Kierownik Działu Laboratoryjnego Stacji Krwio­
dawstwa w  Łodzi.
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50 K. K O N O P K A [2]

W m echanizm ie redukcji MetHb udowodniono także udział glu ta- 
tionu (36). GSH utrzym uje czynność m etaboliczną wielu enzymów w y­
m agających wolnych grup SH: heksokinazy, dehydrogenazy gluko- 
zo-6-P, dehydrogenazy 6-P  glukonianu, dehydrogenazy fosfogliceroal- 
dehydu (16). W erytrocycie istn ieją  dwa enzym y redukujące GSSG:

Schemat 1. Redukcja MetHb według (44)

reduktaza zredukow any NAD:GSSG (reakcja 1) i reduktaza zredukto- 
w any NADP:GSSG (reakcja 2). Pow odują one, że przew ażająca Część 
glutationu w ery trocytach  w ystępuje jako GSH.

zred. NAD+ GSSG -> NAD -f- 2GSH 1

zred. NADP+GSSG->NADP+2GSH 2

Spadek aktyw ności reduktaz GSSG powodujący skłonność do m ethe- 
moglobinemii może być w yw ołany dziedzicznym brakiem  dehydroge­
nazy glukozo-6-P (4) lub wrodzonym  defektem  enzym atycznym  ery tro ­
cytu przy praw idłow ym  poziomie tego enzymu (10).

Możliwość nieenzym atycznej redukcji M etHb przez GSH (reakcja 3)

M etH b+2G SH -*H b+G SSG  3

jest zagadnieniem  dyskusyjnym  (15). S z e i n b e r g  i C l e j a n  (52) 
donieśli o pow staw aniu w iązań dw usiarczkowych podczas inkubacji Hb 
z GSSG według reakcji 4.

H bA -f GSSG ->HbA-SSG+GSH ' 4

R eakcja ta  zachodzi także w nienaruszonych erytrocytach.
Syntezą Hb i reduktaz M etHb k ieru ją  układy genetyczne, a w ynikiem  

ich m utacji może być: niepraw idłow a budowa cząsteczki Hb oraz n ie­
praw idłow a budowa lub zaham owanie syntezy reduktaz MetHb. Te ge­
netyczne m utacje mogą naruszać natu ra lne  m echanizm y chroniące Hb
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[3] D E FE K T Y  E N ZY M A TY C Z N E  K RW INEK 51

przed utlenianiem  do MetHb. K linicznym  następstw em  tych defektów 
jest wrodzona sinica. Oba rodzaje zburzeń dziedziczą się jako cechy 
autosom alne, jednak budowę cząsteczki Hb określają geny dom inujące 
lub ściślej równorzędne (39), zaś w ytw arzaniem  reduktaz k ieru ją  geny 
recesywne. Zatem  przy niepraw idłow ej Hb sinica przekazyw ana jest 
z pokolenia na pokolenie, zaś przy braku  jednej z reduktaz M etH b si­
nica w rodzinie obciążonej może nie ujaw niać się przez wiele pokoleń, 
aż do m om entu pojaw ienia się homozygoty recesyw nej.

M ethemoglobinemię spowodowaną odziedziczeniem niepraw idłow ej 
odm iany Hb opisano po raz pierwszy w 1948 r. (18) w rodzinie niem iec­
kiej. Od tego czasu w ykryto  kilka odmian niepraw idłow ych Hb, które 
różnią się własnościami fizyko-chem icznym i, ale w ystępują pod postacią 
MetHb. Obejm uje się je nazwą hemoglobin grupy M — w odróżnieniu 
od innych patologicznych odmian Hb, k tórych przejaw em  klinicznym  
nie jest sinica lecz niedokrwistość hem olityczna. Nazwy znanych HbM 
zaw ierają w indeksie miejscowość rodzinną chorego lub szpitala np. 
HbM Chicago, HbM Boston itp. W ystępowanie HbM jest rzadkim  za­
burzeniem  genetycznym . Na terenie Polski w ystępuje uw arunkow ana 
genetycznie niepraw idłow a odm iana HbM Radom (38), a w 1965 roku 
M urawski wykazał u dziecka z wrodzoną sinicą patologiczną HbM, któ­
rej nadano nazwę HbM W arszawa.

Znacznie częstszą przyczyną wrodzonej m ethem oglobinem ii jest b rak  
aktyw ności jednego z dwóch układów reduktaz M etHb w ery trocytach , 
jednak liczba opisanych przypadków  ogranicza się także do kilkudzie­
sięciu. Zaburzenie to, dość częste w niektórych grupach ludnościowych, 
spotyka się również w naszej szerokości geograficznej (40). Sinica w me- 
them oglobinemiach „enzym atycznych” jest objawem  zależnym  od w ie­
lu czynników zew nętrznych. Zawartość M etHb we krw i może w ahać 
się od kilku do kilkudziesięciu procent całkow itej Hb.

1. Brak lub niedobór reduktazy zred. NADP:M etHb

H u e n n e k e n s  i wsp. (19) stw ierdzili, że utlenianie glukozy w doj­
rzałych erytrocytach zwiększa się 20 do 50 razy w obecności katalitycz­
nych ilości błękitu metylenowego, co wskazywałoby, że u tlenianie zred. 
NADP w krwince jest ograniczone przez niedobór donatora elektronów . 
Okazało się, że utlenianie glukozy w ery trocytach  jest związane z re ­
dukcją MetHb i proces ten jest przyspieszany przez dodanie 10-5M błę­
kitu metylenowego. H u e n n e k e n s  i wsp. (20) w yodrębnili reduktazę 
M etHb z ludzkich erytrocytów  i wykazali, że grupą prostetyczną tego 
enzymu jest żelazoporfiryna. Końcowymi akceptoram i elektronów  mogą 
być: 0 2, MetHb lub cytochrom  c, w obecności katalitycznych ilości błę­
k itu  metylenowego. Okresowe podawanie błękitu  m etylenowego może
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korzystnie oddziaływać w przypadku wrodzonej m ethemoglobinem ii, 
charakteryzującej się stałym  wysokim  poziomem M etHb w erytrocytach 
(powyżej 3Q°/o). Praw dopodobnie przy praw idłowej aktyw ności reduk- 
tazy zred. NADP:M etHb błękit m etylenow y nie jest potrzebny, nato­
m iast przy jej niedoborze spełnia rolę przenośnika elektronów  ze zre­
dukowanego NADP na M etHb zwiększając przem ianę glukozy drogą 
cyklu pentozowego. Badania S c o t t a  i wsp. (47) nad wrodzoną m ethe- 
moglobinemią u Eskimosów i Indian z Alaski spowodowaną brakiem  
jednej z reduktaz M etHb potw ierdzają te doniesienia. U pacjentów  z w y­
sokim poziomem M etHb jednorazowe dożylne podanie błękitu  m etyleno­
wego (lm g/kg wagi ciała) powodowało spadek poziomu M etHb, k tóry  
po kilku dniach powracał do wartości wyjściowej. Podobne objaw y 
stw ierdzono po doustnym  stosowaniu dużych dawek kwasu askorbino­
wego. A utorzy sugerują, że m ethem oglobinem ia u Eskimosów i Indian 
z Alaski jest wrodzona, ale procentowa zawartość M etHb podlega w pły­
wom pew nych czynników zew nętrznych. Cecha dziedziczyła się w spo­
sób recesywny. Nie stw ierdzono występow ania patologicznej Hb. Czyn­
nikiem  w pływ ającym  na procentową zawartość M etHb może być kwas 
askorbinowy, stąd częste ujaw nianie się tego defektu np. w grudniu. 
U osób spożywających duże ilości w itam iny C m ethem oglobinem ia mo­
że nie ujaw nić się. W szystkie opisane przez Scotta przypadki dotyczyły 
dzieci do lat 17. U dorosłych objawów nie stwierdzono. Oznaczenia pro­
centowej zawartości M etHb u te j samej osoby na przestrzeni 8 lat su­
geru ją  zanikanie m ethem oglobinem ii z wiekiem.

W Polsce opisano również (40) rodzinę, w której u 3 członków jed­
nej generacji stw ierdzono brak  reduktazy zred. NADP:M etHb, dziedzi­
czony jako cecha recesywna.

Ponieważ tylko około 10% całej glukozy zużywanej przez ery trocyt 
ulega przem ianie w cyklu pentozowym, przeto brak  reduktazy  zred. 
NADP:M etHb powoduje m niejszy stopień m ethem oglobinem ii niż de­
ficyt reduktazy  zred. NAD:M etHb związanej z przem ianą glukozy drogą 
glikolizy.

2. Brak lub niedobór reduktazy zred. NAD:M etHb

S c o t t  i wsp. (47, 48) wykazali, że u niektórych osób z wrodzoną 
m ethem oglobinem ią nie ma flawoproteidowego enzymu, k tóry  powoduje 
redukcję M etHb z udziałem  zredukowanego NAD jako substra tu . Enzym 
ten działa w sposób w skazujący, że jest on reduktazą zred. NAD:MetHb, 
związaną z glikolizą. Jego wrodzony brak powodujący m ethemoglobi- 
nemię o zawartości 5—60% M etHb we krw i dziedziczy się jako cecha 
recesywna. Fakt, że pomimo braku  tego enzym u część Hb pozostaje 
w stanie zredukow anym , tłum aczyć można działaniem  reduktazy  zred. 
NADP:M etHb oraz nieenzym atyczną redukcją M etHb (48).
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[5] D E FE K T Y  E N ZY M A TY C Z N E  K RW INEK 53

3. Zaburzenia w syntezie glutationu

T o w n e s  i wsp. (54, 55) opisali rodzinę pacjenta z wrodzoną me- 
them oglobinem ią (5— 6%  MetHb) o dom inującym , autosom alnym  typie 
dziedziczenia. Ponieważ u osób tych  nie stw ierdzono patologicznej od­
m iany HbM, a aktyw ność obu reduktaz M etHb była praw idłowa, przy­
czyna tej rodzinnie w ystępującej m ethemoglobinem ii m usiała być inna.

Szczegółowe badania w ykazały, że aktywności: katalazy, dehydroge­
nazy glukozo-6-P, dehydrogenazy fosfogliceroaldehydu i reduktazy 
GSSG w erytrocytach oraz zawartość nukleotydów  pirydynow ych były 
praw idłowe, natom iast znacznie obniżona była zawartość GSH (25 do 
28 mg/100 ml erytrocytów ) oraz poziom całkowitego glutationu. Stosu­
nek GSH/GSSG był w normie. Test stabilności g lu tationu (4) był pra­
widłowy. Nie stw ierdzono też zwiększonego rozpadu glutationu w orga­
nizm ie, a wpływ egzogennego glutationu był m inim alny. Ponieważ 
krw inki reagow ały gwałtow nie na błękit m etylenow y obniżeniem po­
ziomu MetHb, przypuszczano, że cykl pentozowy jest nietknięty , a de­
fek t leży w drodze glikolitycznej. Inkubacja erytrocytów  z mleczanem 
powodowała przyspieszoną redukcję MetHb, natom iast inkubacja z glu­
kozą nie w yw ierała tego wpływ u, co świadczyłoby o bloku m etabolicz­
nym  pomiędzy glukozą i m leczanem  na drodze Em bden-M eyerhoffa. 
Przem aw iała za tym  niższa niż norm alnie szybkość tw orzenia się m le­
czanu po dodaniu glukozy do erytrocytów .

Najpraw dopodobniej pierw otnie zaburzona jest synteza glutationu, 
którego niedobór powoduje w sposób pośredni methemoglobinemię. Po­
nieważ aktywność reduktazy zred. NAD:M etHb w erytrocytach jest 
praw idłow a — blok m etaboliczny w ystępuje przy tw orzeniu się zredu­
kowanego NAD w glikolizie. Źródłam i zredukow anego NAD w glikoli­
zie są zwłaszcza reakcje katalizow ane przez dehydrogenazy mleczanową 
i fosfogliceroaldehydową. Aktywności obu tych enzymów były w normie. 
D ehydrogenaza fosfogliceroaldehydu do swojej aktyw ności wym aga jed­
nak GSH, niski poziom glutationu obniża więc aktyw ność tego enzymu 
i zm niejsza szybkość tw orzenia zredukow anego NAD, który  jest sub- 
stra tem  dla reduktazy m ethem oglobiny. Ponieważ obecność GSH jest 
niezbędna do aktyw ności całego szeregu enzymów, istnieje możliwość, 
że opisane zaburzenie ma bardziej w ielokierunkow y m echanizm  pato- 
genetyczny.

II. Wrodzona niesferocytowa anemia hemolityczna

W rodzona niesferocytow a anem ia hem olityczna jest term inem , sto­
sowanym  do pacjentów  cierpiących na wrodzony proces hemolityczny, 
którego nie można określić jako wrodzoną sferocytozę, talasem ię, elipto- 
cytozę lub jedną z hemoglobinopatii.
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54 K . K O N O P K A [6]

Dokładniejsze badania też różnorodnej grupy chorych, w yjaśniły , że 
wrodzona anem ia hem olityczna może być spowodowana genetycznie 
uw arunkow anym  niedoborem  pew nych enzymów erytrocytu . Najlepiej 
poznane są defekty enzym atyczne polegające na braku lub niedoborze 
dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej (3, 4, 5, 25, 26, 29, 31, 35, 41), 
kinazy pirogronianow ej (6, 17, 42, 53), dw ufosfoglicerom utazy (43), oraz 
reduktazy  GSSG (10).

Ponieważ brak  każdego z trzech pierwszych enzymów prowadzi do 
spadku zawartości ATP w krw ince czerwonej, zm niejszony poziom ATP 
jest prawdopodobnie isto tnym  cźynnikiem  patogenetycznym  różnych 
typów wrodzonej anem ii hem olitycznej. Szczegółowe badania tej grupy 
schorzeń rozpoczął w r. 1953 D a c i e  (11). N astępnie opisano dalsze 
przypadki (53) i wyróżniono dwa typy wrodzonej niesferocytow ej anemii 
hem olitycznej (17). Okazało się, że Typ I Dacie i Selwyn jest spowodo­
w any niedoborem  dehydrogenazy glukozo-6-P, a Typ II deficytem  kina­
zy pirogronianow ej (6, 35).

1. Brak lub niedobór dehydrogenazy glukozo-6-fosforanu

N iedokrwistości spowodowane niedoborem  tego enzym u są dużą g ru­
pą stosunkowo dobrze poznanych zaburzeń m etabolizm u krw inki czer­
wonej.

Pierw sze przypadki ostrej anem ii hem olitycznej w ystępującej po 
leczeniu pam aguiną opisano w roku 1962 (5). W 1950 roku A l  v i n  g
i wsp. (1) stw ierdzili, że nowy lek przeciwzimniczy, prim achina, wyw o­
łuje hemolizę w ew nątrznaczyniow ą u około 10% M urzynów am erykań­
skich i l°/o ludności białej. D e r  n w ykazał (12, 13), że hemoliza ta, ustę­
pująca sam oistnie pomimo dalszego stosowania prim achiny, jest uw a­
runkow ana wadą krw inek.

Inne pochodne anilinowe również w yw ołują hemolizę u osób w rażli­
wych na prim achinę (5). N ajsilniej działają dwie pochodne 8-am inochi- 
noliny, które w dawce leczniczej przeciw zimnicy w yzw alają o osób 
w rażliw ych ostry epizod hem olityczny (5). Z innych pochodnych anili­
nowych należy wym ienić: sulfanilam id, tiazosulfon, sulfokson, fenace­
tynę, sulfacetam id, acetanilid i fenylohydrazynę. Podobnie działa: aspi­
ryna, n itrofuranto ina, salazopiryna, kwas p-am inosalicylowy, kwas 
salicylow y oraz hydroksyloam ina. Również zjedzenie nasion lub w dy­
chanie pyłków kwitnącego bobu (Vicia Fava) oraz infekcje wirusow e
i bak tery jne mogą wywołać epizod hem olityczny u osób w rażliw ych (29).

Ponieważ pierwsze spostrzeżenia i badania dotyczyły prim achiny 
zespół ten najczęściej nazyw a się anemią hem olityczną w rażliw ą na 
prim achinę, a ery trocy ty  określa się jako „wrażliwe na prim achinę” .

W om aw ianych niedokrwistościach hem olitycznyćh, pierw otnie za­
burzony jest cykl pentozowy, co pociąga za sobą odchylenie w przebiegu
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glikolizy. W ada krw inek w tych  schorzeniach polega na braku  lub 
zm niejszeniu aktyw ności dehydrogenazy glukozo-6-P (10, 13, 29, 50, 51) 
katalizującej pierwszą reakcję cyklu pentozowego (schemat 1). A ktyw ­
ność enzym u może wynosić 1/4— 1/10 norm y, a zmniejsza się jeszcze bar­
dziej wraz ze starzeniem  się krw inki (3, 7). Prowadzi to do w tórnego 
niedoboru zredukowanego NADP w erytrocytach, co powoduje upośle­
dzenie: redukcji GSSG i M etHb, detoksykacji leków i biosyntezy — 
głównie kwasów tłuszczowych w błonie kom órkowej e ry trocy tu  (7, 24).

C harakterystyczną cechą tych  erytrocytów  jest obniżona zawartość 
GSH a także znaczny spadek jego poziomu in vivo  po podaniu leku he- 
m olitycznego, w yprzedzający hemolizę o 2—4 dni oraz in vitro  po inku­
bacji erytrocytów  z tym i lekam i (4, 5). O statnie spostrzeżenie stało się 
podstaw ą próby B e u t l e r a  (test stabilności glutationu) (5), która 
umożliwia w ykrycie osób „w rażliw ych na prim achinę” . Polega ona na 
oznaczaniu GSH erytrocytów  przed i po inkubacji z acetylofenylohy- 
drazyną. W w arunkach praw idłow ych w yniki tych dwóch oznaczeń 
praw ie nie różnią się od siebie, natom iast u osób w rażliw ych poziom 
GSH po inkubacji obniża się o około 50°/o. Zdaniem  B eutlera istn ieje  
ścisły związek między zaw artością GSH a wrażliwością krw inek na he­
molizę. E rytrocyty  nie u legają hemolizie jeżeli stężenie w ew nątrzkrw in- 
kowego GSH nie spadnie poniżej 40% poziomu prawidłowego (14). E ry­
trocy ty  wrażliwe zaw ierają około 60% praw idłow ej ilości GSH (3). Gdy 
krw inka taka zetknie się z substancjam i, które zaburzają jej m etabo­
lizm i zwiększają zapotrzebow anie na zred. NADP, obniża się też po­
ziom GSH, co w konsekw encji prowadzi do hemolizy. W ery trocytach  
z niedoborem  dehydrogenazy glukozo-6-P obniżony jest poziom biał­
kowych grup -SH. Jest to praw dopodobnie spowodowane reakcją  po­
m iędzy Hb a GSSG (reakcja 4), k tóra zapobiega nagrom adzeniu się 
GSSG w erytrocycie i zm niejsza deficyt GSH (52). Jak  już wspom niano 
aktyw ność dehydrogenazy glukozo-6-P m aleje w m iarę starzenia się 
krw inek, toteż na hem olityczne działanie leku wrażliwe są tylko starsze 
ery trocyty  (2). Po zniszczeniu połowy krw inek hemoliza ustaje  pomimo 
dalszego podawania leku (2, 4, 5), kryzys hem olityczny pow oduje bo­
wiem  rzu t młodej populacji krw inek, w których w prawdzie nie ma 
dehydrogenazy glukozo-6-P, ale zawartość GSH jest prawidłowa. W okre­
sie nasilonej retikulocytozy poziom GSH i aktyw ność enzym u rosną, 
nie osiągają jednak w artości praw idłow ych i m niej więcej po m iesiącu 
pow racają do niskich w artości w yjściow ych (5).

Leki w yw ołujące hemolizę mogą powodować niedobór zredukow a­
nego NADP przez ham ow anie reakcji, w których on powstaje, albo przez 
zwiększenie zapotrzebow ania na ten  koenzym (51).

Stwierdzono, że leki te  ham ują aktyw ność dehydrogenazy gluko- 
zo-6-P oraz, że u tlen iają  zred. NADP, Hb i białka erytrocytu . M orfolo­
gicznym w yrazem  zmian jest pojaw ianie się ciałek Heinza. W m iarę
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nasilania się hemolizy liczba ciałek Heinza zm niejsza się, gdyż młode 
krw inki są oporne na ich tw orzenie (3). Nie w iem y w jaki sposób leki 
wyw ołujące hemolizę będąc związkam i redukującym i u tlen iają  skład­
niki erytrocytu . Przypuszcza się, że zachodzi początkowo ich u tlen ia­
nie przez OksyHb.

W ery trocytach  „w rażliw ych na prim achinę” stw ierdzono zm niej­
szoną aktyw ność katalazy, co może przyczyniać się do utlenienia Hb
i innych składników krw inki przez H20 2 (25). E ry trocyty  z niedoborem  
dehydrogenazy glukozo-6-P są bardziej wrażliwe na H2Oz (35). Jeżeli 
lek u tlen iający  powoduje powstawanie w  krw inkach H20 2, to przy obni­
żonej aktyw ności katalazy i peroksydazy glutationu (wobec niskiego 
poziomu GSH w erytrocytach wrażliwych) może dojść do hemolizy.

W krw inkach tych stw ierdzono 1,5 do 2 razy wyższą aktyw ność re- 
duktazy GSSG, nie zm ieniającą się po podaniu leku hemolitycznego (46). 
W ysoka aktyw ność tego enzym u może zm niejszać deficyt GSH, nie za­
pobiega jednak hemolizie, kiedy krw inka znajduje się in vivo  pod dzia­
łaniem  leków hem olitycznych.

Starzenie się krw inki czerwonej w zwykłych w arunkach  jest zwią­
zane z utlenianiem  się Hb i innych składników  kom órkowych. K rw inki 
nie zaw ierające dehydrogenazy glukozo-6-P starzeją się przedwcześnie 
(7, 23) a ich okres przeżycia naw et bez podania leku hem olitycznego 
może być nieco krótszy. N iedokrw istość jednak nie rozw ija się dzięki 
w yrównaw czem u wzrostowi hem atopoezy (7).

M o t u l s k i  (37) uważa, że śm iertelność z powodu zim nicy jest 
m niejsza u osób z brakiem  dehydrogenazy glukozo-6-P w erytrocytach. 
Ponieważ pasożyty m alarii posługują się głównie pentozową drogą m e­
tabolizm u i do rozw oju w ym agają glutationu (cysteiny), w arunki ich 
w zrostu są więc gorsze w takich krw inkach (29).

K linicznie można odróżnić cztery postacie niedokrw istości hem oli- 
tycznej u osób z  niedoborem  dehydrogenazy glukozo-6-P w krw inkach 
czerwonych: niedokrwistości hem olityczne polekowe, fawizm , wrodzo­
ną niesferocytow ą niedokrwistość hem olityczną, niedokrwistości hemo­
lityczne w przebiegu zakażeń w irusow ych i baktery jnych .

W niedokrwistości hem olitycznej polekowej objaw y hemolizy poja­
w iają się po 2—3 dniach od przyjęcia leku. Poziom Hb obniża się szybko, 
zm niejsza się liczba krw inek czerwonych i hem atokryt, w zrasta re tiku - 
locytoza, w wielu krw inkach pojaw iają się ciałka Heinza. Jeżeli naw et 
nie przerw ie się podawania leku, ostra faza hem olityczną m ija po około
8 dniach. Po 3—4 tygodniach obraz krw i obwodowej sta je  się praw idło­
w y i nie stw ierdza się żadnych objawów chorobowych, mimo dalszego 
stosowania leku. W rażliwe na działanie leku starsze ery trocy ty  niszczo­
ne są bowiem w ciągu 1 tygodnia, a w krążeniu pozostają młode nie­
w rażliw e krw inki, które są stopniowo niszczone po przeżyciu około 60 
dni. Ponieważ tylko niew ielki odsetek krw inek czerwonych ulega dzień-
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nie rozpadowi, zjawisko to może być klinicznie nieuchw ytne. Ta to le­
rancja  na lek trw a kilka tygodni po jego odstawieniu. K ilkakrotne 
zwiększenie dawki leku może wyzwolić ponowny cykl hem olityczny 
w okresie to lerancji na poprzednie dawki.

W roku 1965 M a j (30) przedstaw ił w yniki badań nad częstością w y­
stępow ania niedoboru dehydrogenazy glukozo-6 -P  w ery trocytach  w po­
pulacji polskiej. W śród 93 przypadków  niedokrwistości hem olitycznych 
w rodzonych i nabytych stw ierdzono niedobór tego enzym u u 4 osób: 
w 1 przypadku fawizm u (31) i w 3 przypadkach wrodzonej niesferocy- 
towej anem ii hem olitycznej, co stanowiło 2,3%) badanych. Częstość w y­
stępow ania tej cechy w populacji polskiej jest jednak m niejsza, ponie­
waż w badanej grupie 52,9% stanow iły niedokrwistości hem olityczne, 
w przebiegu których istn ieje  najw iększe prawdopodobieństwo w ystępo­
w ania niedoboru dehydrogenazy glukozo-6 -P  (30).

Fawizm  w ystępuje głównie u dzieci na Sycylii i w południow ych 
Włoszech. Początek hemolizy jest nagły. Pierw sze objaw y po w dycha­
niu pyłków Vicia Fava w ystępują już po k ilkunastu  m inutach, a po 
zjedzeniu świeżego bobu po 24 godz. Przebieg choroby jest gw ałtow niej­
szy. Objawam i są: gorączka, osłabienie, żółtaczka hem olityczna, hemo- 
globinuria oraz powiększenie śledziony. Szybko postępująca hem oliza 
może doprowadzić do śmierci. Po ostrym  napadzie „odporność” trw a 
około 6  tygodni.

V u l l o  i P o n i z o n  (56) stw ierdzili, że krw inki czerwone osób 
chorujących na fawizm  posiadają krótszy okres przeżycia po przetocze­
niu ich zdrow ym  biorcom.

W roku 1964 M a j i wsp. (31) opisali przypadek faw izm u w rodzinie 
polskiej. U pacjenta stw ierdzono brak  dehydrogenazy glukozo-6 -P, 
obniżoną aktyw ność katalazy, spadek GSH do zera w teście stabilności
i zwiększoną tendencję do tw orzenia ciałek Heinza. U m atki i jednej 
z córek pacjenta w ykazano nieznaczny niedobór dehydrogenazy gluko- 
zo-6 -P, ponadto u m atki — spadek GSH o 39,5% w teście stabilności, 
oraz zwiększoną tendencję do tw orzenia ciałek Heinza. Jest to zgodne 
z w ynikam i M o h l e r a  i wsp. (35), którzy wykazali u kobiet hetero- 
zygot dużą różnorodność stopnia deficytu tego enzym u i w yników  testu  
stabilności glutationu.

Jako w skaźnik niedoboru dehydrogenazy glukozo-6 -P  używano też 
testu  redukcji M etHb (35). Jest to pośrednie oznaczenie aktyw ności tego 
enzymu ponieważ w obecności błękitu  m etylenowego M etHb ulega po­
czątkowo redukcji pod w pływ em  reduktazy  zred. NADP:M etHb, a przy 
niedoborze dehydrogenazy glukozo-6 -P  odtw arzanie zredukow anego 
NADP jest upośledzone. Na podstaw ie obniżonej redukcji M etHb ziden­
tyfikow ano kobiety heterozygotyczne w 80%.

W rodzona niesferocytow a niedokrwistość hem olityczna nie jest zwią­
zana z przyjm ow aniem  leków. Skrócenie okresu przeżycia „erytrocytów
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w rażliw ych” w okresie nie przyjm ow ania prim achiny upodabnia ją do 
niektórych innych przypadków  wrodzonych, niesferocytow ych niedo­
krwistości hem olitycznych, od których odróżnia się ona bardziej nasilo­
ną hemolizą, nie w yrów naną w zrostem  hematopoezy (7). Należy dodać, 
że nie we wszystkich przypadkach tej niedokrwistości stw ierdzono obni­
żenie aktyw ności dehydrogenazy glukozo-6 -P  i zaburzenia m etabolizm u 
GSH. Obniżenie aktyw ności tej dehydrogenazy w erytrocytach w ystę­
puje w większości przypadków  tzw. idiopatycznej choroby hem olitycz- 
nej i kernicterus noworodków bez konfliktu serologicznego (39).

Badając natu rę  defektu w erytrocytach „wrażliw ych na prim achinę” 
próbowano stw ierdzić czy ery trocy ty  te charakteryzują  się niskim  po­
ziomem ATP. M o h 1 e r  i wsp. (35) zaobserwowali, że inkubacja ery ­
trocytów  „w rażliw ych” z glukozą powoduje w yraźny spadek ilości ATP, 
k tóry  koreluje ze stopniem  niedoboru dehydrogenazy glukozo-6 -P. 
Zaobserowali oni także obniżenie ilości ATP w ery trocytach  w czasie 
inkubacji z prim achiną lub fenylohydrazyną, co tłum aczą uszkadzaniem  
błony komórkowej krw inki przez fenylohydrazynę zarówno bezpośred­
nio jak i poprzez w ytw arzanie H 20 2. Uszkodzona błona staje  się b a r­
dziej przepuszczalna dla N a+ i K +, co prowadzi do wzrostu aktywności 
pompy N a+—K +. Ponieważ energia potrzebna do działania pompy 
N a+—K + pochodzi z ATP, zwiększone zużycie ATP może przekroczyć 
jego syntezę. Jeżeli poziom ATP spadnie poniżej wartości krytycznej, 
w ym agania energetyczne kom órki nie są zaspokajane i w zrasta szyb­
kość jej rozpadu. Spadek zawartości ATP w erytrocycie skraca przeży­
cie krw inek in vitro i in vivo  i może być ważnym  czynnikiem  w patoge­
nezie procesów hem olitycznych (35).

Rozważania powyższe są zgodne z danym i R o b i n s o n  i wsp. (45), 
którzy badali wrodzone niesferocytow e anemie hem olityczne. Rozdzie­
lali oni związki fosforowe frakcji kwasorozpuszczalnej erytrocytów  m e­
todą chrom atografii jonow ym iennej (1 ) i badali ich zachowanie się po 
inkubacji z 3 2P. W ery trocytach  z niedoborem  dehydrogenazy gluko- 
zo-6 -P  wykazano 0,63 M-m A TP/m l erytrocytów . Ponieważ jednak we 
krw i obwodowej stw ierdzono 15'% retikulocytów , które zaw ierają od 
1,5 do 2 razy więcej ATP niż dojrzałe krw inki, poziom ATP w dojrza­
łych erytrocytach jest prawdopodobnie jeszcze niższy (28). U tej samej 
osoby zawartości innych nukleotydów  i związków fosforowych przed­
staw iały się następująco w inM/ml erytrocytów): AM P— 0,04; ADP—0,23; 
2,3-dwufosfoglicerynian — 4,87; heksozodwufosforan — 0,46 i P¡ —
0,42. Podczas inkubacji erytrocytów  z 32P zaobserwowano w yraźny spa­
dek ATP i 2,3-dwufosfoglicerynianu, m niej w yraźny spadek heksozo- 
dw ufosforanu i ADP oraz gw ałtow ny wzrost P¡. Ponieważ jednocześnie 
względna aktyw ność specyficzna z 32P  dla heksozodwufosforanu i 2,3- 
-dw ufosfoglicerynianu jest m niejsza niż norm alnie, autorzy sugerują, 
że krw inka ma zm niejszoną zdolność syntezy tego ostatniego i że defekt
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polega na zaburzeniu glikolizy, mianowicie obniżony poziom ATP ogra­
nicza aktyw ność heksokinazy.

B r  e w e r  (8 , 9) opisał w praw dzie przypadek niedoboru dehydroge­
nazy glukozo-6 -P  przy dw ukrotnie zwiększonym poziomie ATP w krw in­
kach czerwonych, ale obie anom alie dziedziczyły się jako cechy nieza­
leżne, co wskazuje na istnienie jednocześnie dwóch defektów enzym a­
tycznych w erytrocycie.

Można zatem  przyjąć, że opisana tu  wrodzona niesferocytow a ane­
m ia hem olityczna jest spowodowana pierw otnym  brakiem  dehydroge­
nazy glukozo-6 -P, co w tórnie w yw ołuje niedobór zred. NADP, a następ­
nie zm niejszenie poziomu GSH i ATP w erytrocycie. Zm niejszona za­
w artość ATP ham uje aktyw ność heksokinazy, upośledzając zużycie glu­
kozy na drodze glikolizy, a obniżony w skutek tego poziom 2,3-dwufosfo- 
glicerynianu pogłębia już istn iejący niedobór ATP.

W opisywanym  defekcie, pomimo niedoboru zred. NADP, nie stw ier­
dzono w yraźnej m ethem oglobinem ii prawdopodobnie dlatego, że z jed­
nej strony aktywność reduk tazy  zred. NAD:MetHb jest prawidłowa, 
z drugiej strony zaś w ystępująca hemoliza krw inek nie pozwala na 
ujaw nienie się m ethemoglobinem ii.

B rak dehydrogenazy glukozo-6 -P  w ery trocytach  jest genetycznie 
uw arunkow any i dziedziczony jako związana z chromosomem x cecha 
z niepełną dom inacją. W w yniku m utacji genów możliwe są u mężczyzn 
dwa stany: praw idłow y lub z wadą zależną od m utacji, a u kobiet trzy: 
homozygota norm alna oraz heterozygota i homozygota zależna od m u­
tacji.

Aktywność dehydrogenazy glukozo-6 -P  w erytrocytach „w rażliw ych” 
M urzynów wynosi 10 do 15% aktyw ności praw idłow ej. U „w rażliw ej” 
ludności białej aktyw ność enzym u jest bardzo m ała lub rów na 0 , przy 
czym poziom enzymu jest również obniżony w leukocytach, płytkach 
i innych tkankach (32).

Om awiana cecha jesf szeroko rozpowszechniona, zwłaszcza w zim- 
niczych rejonach świata: trop ikalna A fryka, rejon Morza Śródziemnego, 
Filipiny, Bliski Wschód, Azja Płd. W ystępuje również u około 10— 15% 
M urzynów am erykańskich. W adę tę w ykryto  m iędzy innym i na przy­
kład u 10% ludności Nigerii, 3— 8 %  ludności Indii, 12,4P/o -— Filipin, 
2%  — Chin, 8,5% — Iranu , 11,2% — Izraela, 10% — Greków, 13,1% 
ludności Sardynii, 16% — Indian Płd. Am eryki. Bardzo rzadko spostrze­
gano to zaburzenie wśród ludności białej A m eryki Płn. (1%), w Euro­
pie i w Japonii. ,

Fawizm w ystępuje głównie w rejonie Morza Śródziemnego, a w ro­
dzona niesferocytowa niedokrw istość hem olityczna u ludności północ- 
no-europejskiej (29, 31).

Omawiane wrodzone anem ie hem olityczne są dość różnorodną grupą 
schorzeń, mogą tu  występować połączenia kilku defektów  enzym atycz­
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nych u tego samego osobnika. N e i m a n i wsp. (41) opisali wrodzoną 
m ethemoglobinem ię, dziedziczoną jako autosom alna cecha recesywna, 
z jednoczesnym  deficytem  dehydrogenazy glukozo-6 -P  i talasem ią minor. 
Nie stw ierdzono w pływ u talasem ii na m ethemoglobinem ię, natom iast 
niedobór enzym u pogłębiał m ethem oglobinem ię blokując cykl pentozowy.

2. Brak lub niedobór kinazy pirogronianowej

W rodzoną anem ię hem olityczną spowodowaną deficytem  tego enzy­
m u opisano (17, 53) jako II Typ niedokrwistości w edług D a c i e  i S e l ­
w y  n. C harakterystyczną jej cechą jest znaczna autohem oliza odwłók- 
nionej, jałowej krwi, k tóra nie zm niejsza się po dodaniu glukozy, ale 
ustępuje pod w pływ em  ATP.

W erytrocytach tych  zauważono niski poziom ATP, bardzo niskie 
zużycie glukozy oraz nagrom adzenie się podczas inkubacji z glukozą du­
żej ilości ufosforylow anych związków pośrednich glikolizy (17).

T a n a k a i wsp. (53) w ykazali obniżoną aktyw ność kinazy pirogro­
nianow ej w tych erytrocytach. W młodych krw inkach aktyw ność była 
nieco większa, a w leukocytach w normie. Niedobór kinazy można było 
uzupełnić dodaniem  krystalicznego enzymu, co przem aw ia za brakiem  
inhibicji. Aktywności innych enzymów erytrocytów  np. dehydroge­
naz glukozo-6 -P czy m leczanu były prawidłowe. B adania rodzin pa­
cjentów  w skazują na autosom alne dziedziczenie recesywne, przy czym 
u heterozygot stw ierdzono obniżenie aktyw ności enzym u bez objawów 
klinicznych.

Kinaza pirogronianow a katalizuje reakcję przedstaw ioną na schem a­
cie 2 .

2-fosfoenolopirogronian 
A D P l_______________________

i  i kinaza pirogionianowa
ATP J-------------— -----------------

N A D H 2«->NAD \pirogroman ■ -  ̂ ---------* mleczandehydrogneeza
mleczanowa

Schemat 2. Reakcja katalizowana przez kinazę pirogronianową

Znaczny deficyt kinazy pirogronianow ej powodować może zaburzę^ 
nia w przem ianie energetycznej erytrocytu , co może zwiększać hemolizę.

B o w m a n  i P  r  o c o p i o (6 ) opisali pięcioro dzieci z pięciu rodzin 
z niedoborem  kinazy pirogronianu. Objawy były podobne do hem olitycz- 
nej choroby noworodków spowodowanej niezgodnością czynnika Rh. 
Czas przeżycia erytrocytów  był skrócony, także po przetoczeniu do krwi 
osobników zdrowych. Inne w yniki są zgodne z badaniam i T a n a k i 
i wsp. (53). Poza objaw am i związanym i ze zwiększoną hemolizą w ystę­
pow ały bardzo w yraźne zniekształcenia w budowie kości czaszki. Co­
fanie się zmian kości czaszki po splenektom ii może sugerow ać pewien
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w pływ  śledziony na przebieg schorzenia. Prawdopodobnie patogeneza 
opisyw anych tu  przypadków  jest bardziej złożona.

R o b i n s o n  i wsp. (45) badając związki fosforowe frakcji kwaso- 
rozpuszczalnej erytrocytów  z niedoborem  kinazy stw ierdzili obniżoną 
zawartość ATP (biorąc pod uwagę retikulocytozę) oraz zwiększony po­
ziom 2,3-dwufosfoglicerynianu (do 9 (¿M/ml erytrocytów ), heksozodwu- 
fosforanu, P¡ i P  całkowitego. Podczas inkubacji z 32P w ystępow ał duży 
spadek zawartości ATP, u trzym yw ał się natom iast wysoki poziom 2,3- 
-dw ufosfoglicerynianu.

Uzyskane w yniki sugerują, że blok m etaboliczny znajduje  się za 
m iejscem  syntezy 2,3-dwufosfoglicerynianu w skutek czego w ytw arzany 
związek nie jest zużyw any, a poziom ATP obniża się. Również O s k i  
i D i a m o n d  (42) stw ierdzili u trzech pacjentów  z wrodzonym  niedo­
borem  kinazy pirogronianow ej obniżony poziom ATP m alejący dalej 
podczas inkubacji. U dwóch osobników z niedoborem  kinazy następo­
w ał spadek zawartości NAD podczas inkubacji.

3. Niedobór reduktazy GSSG

C a r s o n  i B r e w e r  (10) opisali pacjenta, u którego w ciągu 15 lat 
w ystąpiła siedem razy niedokrw istość hem olityczna po podaniu pochod­
nych 8 -am inochinoliny. Poziom dehydrogenazy glukozo-6 -P  w ery tro ­
cytach był praw idłowy, natom iast aktyw ność reduktazy  GSSG była obni­
żona do 57°/o normy. Zaw artość GSH była niska, przy praw idłow ym  
teście stabilności. W skazywało to na nowy rodzaj wrodzonej anem ii 
hem olitycznej indukow anej lekam i przeciw m alarycznym i. Opisano tak ­
że przypadek anem ii hem olitycznej wyw ołanej sulfoxonem  u chorego 
z obniżoną aktyw nością reduk tazy  GSSG. Praw dopodobnie całkow ity 
brak  tego enzym u jest letalny. Obniżona aktyw ność reduk tazy  GSSG 
w  erytrocycie pociąga za sobą spadek zawartości GSH i wszystkie kon­
sekw encje z tym  związane, co może powodować in vivo  hemolizę po 
podaniu leków.

4. Niedobór dwufosfogliceromutazy

Zm niejszona aktyw ność dwufosfoglicerom utazy (43) jest rzadko spo­
tykanym  defektem  enzym atycznym  krw inki czerwonej. Enzym  ten  ka­
talizuje następującą reakcję:

Kwas 1,3-dwufosfo-D-glicerynowy +  3-fosfo-D-glicerynian —► 
3-fosfo-D-glicerynian +  2,3-dwufosfo-D-glicerynian

Obniżenie jego aktyw ności powoduje brak w erytrocycie 2,3-dwufosfo- 
glicerynianu, k tóry  jest koenzym em  fosfom utazy fosfoglicerynianowej 
przeprow adzającej 3-fosfo- w 2-fosfoglicerynian (16). H am uje to reakcje 
glikolizy poniżej tego m iejsca i ogranicza w ytw arzanie ATP. Spadek 
poziomu ATP jest praw dopodobnie przyczyną zwiększonego rozpadu 
erytrocytów  z niedoborem  dw ufosfoglicerom utazy i hemolizy.
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III. Wrodzony wysoki poziom ATP

Jak  już wspom niano, B r  e w e r  (8 ) zauważył wysoki poziom ATP 
w erytrocytach osobnika z niedoborem  dehydrogenazy glukozo-6 -P. Oka­
zało się, że zwiększony poziom ATP jest dziedziczny (9). Zarówno pa­
cjent jak  i większość spokrew nionych z nim  członków rodziny dotknię­
tych tą  wadą byli pod względem klinicznym  i hem atologicznym  bez 
zmian. B rak nieprawidłowości hematologicznych u pacjen ta jest praw do­
podobnie spowodowany wysokim  poziomem ATP w erytrocytach. Krew 
przechowywano 6  tygodni w płynie konserw ującym  (kwas cytrynow y, 
cytrynian, glukoza) i stw ierdzono, że 74% znakowanych 51Cr au to trans- 
fuzjow anych erytrocytów  przeżyło 24 godziny w przeciw ieństw ie do 
28°/o przeżycia w grupie kontrolnej. Praw idłow e wartości ATP u grupy 
kontrolnej wynosiły: u mężczyzn 1,036± 0,138, a u kobiet 1,072 +  0,185 m-M 
ATP/m l erytrocytów ; osoby, u których stwierdzono w artości ATP wyż­
sze, uważano za dotknięte wadą. Przebadano 19 osób z rodziny i u ośmiu 
stw ierdzono od 1,323 do 2,006 m.M ATP/m l erytrocytów . Deficyt dehydro­
genazy glukozo-6 -P  w ykazano tylko u pacjenta i u jego syna, k tóry  miał 
jednak praw idłow y poziom ATP — 1,214 i^M/ml erytrocytów . Analiza 
stopnia pokrew ieństw a osób z wysokim  poziomem ATP w skazuje na 
autosom alny sposób dziedziczenia tej wady, przy czym wszyscy dotknię­
ci nią osobnicy są przypuszczalnie heterozygotam i względem tego genu, 
byłaby to więc cecha dom inująca. Geny sierpowatości i niedoboru dehy­
drogenazy glukozo-6 -P  dziedziczą się niezależnie od cechy podwyższo­
nego poziomu ATP. Przyczyna wysokiego poziomu ATP w opisanej 
rodzinie jest nieznana. Aktywność kinazy pirogronianow ej w ery trocy­
tach była w normie.

Z u r  c h e r  i wsp. (57) badając rodziny holenderskie z różnym i ro­
dzajam i anemii, często stw ierdzali obniżoną zawartość ATP w ery trocy­
tach u pacjentów  z heterozygotyczną M alasem ią. W jednej z rodzin 
udało się autorom  rozróżnić cztery grupy pacjentów  (tablica 1 ).

T a b l i c a  1

Zależność między poziomem ATP w erytrocytach a występowaniem  (3-talasemii 
u rodziny holenderskiej według (57)

Grupa Ilość osób Talasemia Poziom ATP*

I 18 _ 2,0—2,2
II 29 — 1,0—1,2

III 14 + © 00 O

IV nie podano + 1,9—2,0

*  w erytrocytów

Opisany wysoki poziom ATP jest prawdopodobnie dom inującą autoso- 
m alną dziedziczną nienorm alnością erytrocytów. Geny talasem ii dzie­
dziczą się niezależnie od cechy podwyższonego ATP.
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Jedyną anorm alnością enzym atyczną we krw i osób z wysokim po­
ziomem ATP była bardzo wysoka aktyw ność kinazy pirogronianow ej 
w erytrocytach. E ry trocyty  te w ykazyw ały praw idłow y czas przeżycia, 
zwiększony poziom Hb i praw idłow ą produkcję m leczanu podczas inku­
bacji z glukozą. Nie stw ierdzono braku  ATP-azy. We frakcji kwasoroz- 
puszczalnej erytrocytów  stw ierdzono praw idłow y poziom AMP i ADP 
oraz wyraźnie obniżony poziom 2,3-dwufosfoglicerynianu (0,54— 1,37 
M-M/ml krwinek).

A utorzy sugerują, że p ierw otnym  zaburzeniem  w opisywanym  ro­
dzinnym  wysokim  poziomie ATP jest wzrost aktyw ności kinazy pirogro­
nianow ej w erytrocytach, co powoduje spadek stężenia 2-fosfoenolopiro- 
gronianu, a następnie 2-fosfo- i 3-fosfoglicerynianu. Niskie stężenie tego 
ostatniego może w yw ierać potró jny  wpływ:

1. Reakcja katalizow ana przez kinazę fosfoglicerynianu (reakcja 6) 
ulegnie przesunięciu w praw ą stronę.

Kwas 1,3-dwufosfoglicerynowy -f- ADN 3-fosfogliceryn:an -f ATP 6

2. Reakcja katalizow ana przez dwufosfoglicerom utazę (reakcja 5) 
będzie zachodziła ze zm niejszoną szybkością i ilość 2,3-dwufosfoglice- 
ryn ianu  będzie malała.

3. Reakcja katalizow ana przez fosfatazę 2,3-dwufosfoglicerynianową 
(reakcja 7) może być przyspieszona w w yniku niskiego stężenia 3-fosfo- 
glicerynianu.

Kwas 2,3-dwufosfoglicerynowy-> 3-fosfoglicerynian-fPi 7
Efektem  całkow itym  będzie podwyższenie zawartości ATP i spadek 

ilości 2,3-dwufosfoglicerynianu.
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A L IN A  JO A N N A  H ŁYŃC ZAK*, JOZEF SYSA**  

Methemoglobina i jej redukcja w krwinkach czerwonych

Methaemoglobin and its Reduction in the Red Blood Cells

Hypotheses on the reduction of methaemoglobin to haemoglobin in the red blood
cells are presented.

W w arunkach fizjologicznych tylko nieznaczna część hemoglobiny 
krw inek czerwonych (0,7— 1,7'%) (30) ulega utlen ian iu  do m ethemoglobiny 
(MetHb), która nie ma zdolności odwracalnego wiązania tlenu. Zwiększe­
nie zawartości M etHb w krw inkach czerwonych w yw ołuje staic zwany 
m ethem oglobinem ią lub inaczej hem iglobinem ią, zaliczaną do sinic rze­
komych. M ethem oglobinem ię nabytą  mogą powodować niektóre leki na 
przykład sulfonam idy, nitrogliceryna i związki chemiczne stosowane 
w przem yśle (anilina, nitrobenzen, azotyny i inne) (4, 18, 20, 21, 28, 29), 
u tleniające Fe2+ do Fe3+.

Poza tym  znane są również rzadkie postacie m ethemoglobinem ii w ro­
dzonej w ystępującej w skutek odziedziczenia bądź w ady układu enzym a­
tycznego krw inki, bądź niepraw idłow ej hemoglobiny Hb M (3, 5, 9, 13, 14, 
15, 34). Pierw sza z nich charak teryzu je  się zm niejszeniem  szybkości 
redukcji m ethemoglobiny w skutek niedoboru n a d  (14, 15) przy praw idło­
wej szybkości jej pow staw ania. W drugiej postaci hemoglobina typu 
Hb M przechodzi pod w pływ em  tlenu  dw ukrotnie szybciej w MetHb niż 
praw idłowa hemoglobina (13, 34). M amy tu  więc do czynienia z nadm ier­
nym  w ytw arzaniem  m ethem oglobiny przy zachowaniu praw idłowej 
szybkości redukcji.

Zaobserwowano też sporadyczne przypadki m ethemoglobinem ii napa­
dowej (5). Przem ijające zwiększenie m ethem oglobiny stw ierdza się we 
krw i u kobiet w czasie, m iesiączki.

W methemoglobinem ii dziedzicznej w ynaczyniona krew  ma odcień 
brunatnaw y, k tóry nie znika naw et po 24 godzinach, podczas gdy w m et­
hemoglobinemii toksycznej zm ienia ona barw ę z b runatnej na szkarłatną 
już po kilku godzinach w skutek  rozpadu M etHb (7).

W methemoglobinem ii znacznego stopnia, gdy stężenie MetHb we 
krw i przekracza 40, a naw et 50%, upośledzone jest przenoszenie i odda­

* Dr, adiunkt Katedry Fizjologii Wojskowej Akademii Medycznej w  Łodzi.
** Doc. dr med., szef Katedry Fizjologii Wojskowej Akademii Medycznej 

w Łodzi.
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w anie tlenu tkankom . Klinicznie obserw uje się znaczną sinicę bez w yraź­
nych objawów chorobowych ze strony układu krążenia i oddychania. 
S tan  ten  udaje się okresowo polepszyć zwłaszcza w m ethemoglobine- 
m iach nabytych przez dożylne wprowadzenie błękitu  metylenowego.

I. Rola nukleotydów pirydynowych w redukcji methemoglobiny

Norm alny proces redukcji m ethem oglobiny związany jest z przem ianą 
glukozy (16, 26, 41) na drodze Em bdena-M eyerhofa-Parnasa (regeneracja 
zred. NAD) jak  i z cyklem  pentozofosforanowym  W arburga-D ickensa- 
Horeckera (regeneracja zred. NADP) (37). Ponieważ około 90°/o glukozy 
w w arunkach fizjologicznych ulega przem ianie na drodze Em bdena- 
M eyerhofa-Parnasa redukcja m ethem oglobiny do hemoglobiny praw do­
podobnie jest praw ie całkowicie katalizow ana przez reduktazę MetHb 
zależną od zred. NAD. Jednakże gdy aktyw ność cyklu pentozowego jest 
w ybitnie wzmożona przez sztucznego nosiciela elektronów, na przykład 
przez błękit m etylenow y, stopień redukcji m ethem oglobiny przez reduk­
tazę zred. NADP:M etHb znacznie się zwiększa (35), natom iast stopień 
redukcji m ethem oglobiny przez reduktazę zred. NAD:MetHb zwiększa 
się w tych w arunkach tylko nieznacznie.

Hb m Reduktaza zred. NADP-MetHb MefHb 

(Fe2*) (Fe3*)

Glukoza

\
Glukozo-6- fosforan 

\
Fruktozo- 6 -fosforan

NADP 

NADP Zred. ÑÁDP

Błękit 
metylenowy Zred. NADP 

\
NADP Zred. NADP

Dehydrogenaza 6-fosfo- Dehydrogenaza
glukozo-6 -fosforanowa ęlukonian fosfogtukonianowa

(dekarboksylujqca)

\
Fruktozo - dwu fosforanI .

Aldehyd 3-fosfogUcerynowy 
Dehydrogenaza 4

NAD

Zred ^ 
NAD

Dehydrogenaza 
mlecza nowa

3-fosfogllcerynian

I
Plrogronlan Zred

C”
Mleczan

Zred. NAD
NAD

NAD

Pentozo-5-fosforan

Reduktaza zred. NAD:MetHb
MetHb---------------------■-------------------► Hb
(Fe3*) (Fe2*)

Schemat 1. Metabolizm węglowodanów i enzymatyczna redukcja MetHb w  doj­
rzałym erytrocycie ssaków (według 6, 8)
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K i e s e (26) w yodrębnił z krw inek czerwonych konia enzym, k tóry  
katalizow ał redukcję M etHb przez zred. NADP i w m niejszym  stopniu 
także przez zred. NAD, przy czym dodanie błękitu metylenowego 
zwiększało szybkość redukcji. Podobną reduktazę wyodrębniono z k rw i­
nek czerwonych ludzkich; do jej działania niezbędna była obecność błę­
k itu  m etylenowego lub jonów żelaza trójwartościow ego, co nasuwało 
m yśl, że fizjologiczny kofaktor został utracony podczas oczyszczania (17, 
22, 23, 24).

Zależność redukcji M etHb od przem iany węglowodanowej w krw in­
kach czerwonych przedstawiono na schemacie 1  (6 , 8 ).

II. Utlenianie hemoglobiny i redukcja methemoglobiny przez błękit metylenowy

Błękit m etylenow y może zarówno utleniać Fe2+ hemoglobiny powo­
dując jej przekształcenie w methemoglobinę, jak  też redukować Fe3+ 
m ethem oglobiny zam ieniając ją na hemoglobinę.

W prowadzenie dożylnie błękitu m etylenowego zdrowym  zwierzętom  
powoduje powstawanie m ethemoglobiny. Natom iast błękit m etylenow y 
w strzyknięty  dożylnie zwierzętom, u których uprzednio wywołano m et­
hemoglobinemię, przyśpiesza redukcję m ethemoglobiny. W doświadcze­
niach in vitro dodanie do środowiska 56 mM glukozy i 0,13 mM błękitu  
metylenowego obniża stężenie M etHb z 84% do 28%. Natom iast dodatek 
110 mM DL-mleczanu i 0,13 mM błękitu m etylenowego obniża stężenie 
m ethem oglobiny tylko do 48% (16).

W zhemolizowanych krw inkach czerwonych dodatek błękitu m etyle­
nowego powoduje jedynie utlenianie hemoglobiny. Redukcja m ethem o­
globiny w tych w arunkach nie zachodzi, gdyż w hem olizatach brak jest 
nukleotydów  pirydynow ych. Wiadomo, że nukleotydy te znikają szybko 
po lizie krw inek czerwonych i homogenizacji niektórych tkanek zwierzę­
cych (40). Dodając am idu kwasu nikotynowego można zapobiec hydro­
lizie nukleotydu pirydynowego podczas procesu rozpadania się s tru k ­
tu ry  komórkowej. Uważa się, że amid kwasu nikotynowego w wysokim 
stężeniu jest specyficznym, kom petytyw nym  inhibitorem  nukleozydazy, 
która uwalnia amid kwasu nikotynowego z NAD podczas dezintegracji 
tkanek zwierzęcych. Po dodaniu am idu kwasu nikotynowego do hemoli- 
zatów obserwowano redukcję m ethemoglobiny, którą można było zaha­
mować przez dodanie niskich stężeń jodooctanu, znanego inhibitora dehy­
drogenaz współdziałających z NAD.

Zaobserwowano przyspieszenie redukcji M etHb w krw inkach czerwo­
nych preinkubow anych z azotynem , które zmieszano z krw inkam i nie­
zmienionymi, co w skazywałoby na zależności m etaboliczne między po­
szczególnymi krw inkam i czerwonym i (25). Możliwe, że mleczan produ­
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kowany przez niezm ienione kom órki służy jako substra t dla przem iany 
w kom órkach zaw ierających MetHb. Być może istn ieją też bezpośrednie 
oddziaływania na przykład przez aktyw ne grupy w błonie komórkowej. 
W pływ na redukcję M etHb w krw inkach w yw ierają nie tylko niezm ie­
nione erytrocyty , ale także kom órki innych narządów (12). W prowadzenie 
krw inek czerwonych zaw ierających methemoglobinę do łożyska żyły 
w rotnej szczura przyspiesza redukcję MetHb. Zjawisko to jest szczególnie 
w yraźne w obecności błękitu metylenowego, przy czym przyspieszenie 
zależy od stężenia tego barw nika. W yłączenie w ątroby z tego układu 
zmniejsza szybkość redukcji, a przy dużych stężeniach barw nika dochodzi 
naw et do w zrostu ilości M etHb na skutek autooksydacji spowodowanej 
przez błękit m etylenow y. Badania te przeprowadzono na krw inkach 
czerwonych człowieka i królika. W krw inkach czerwonych świni, które 
odznaczają się m niejszą aktyw nością przem iany M etHb i brakiem  
redukcji M etHb uzależnionej od zred. NADP wykazano przyspieszający 
wpływ w ątroby na redukcję M etHb w obecności błękitu  m etylenowego. 
Natom iast w obecności błękitu  toluidynowego użytego w tym  samym  
stężeniu w ystępuje w erytrocytach świni utlenianie barw nika krwi, pod­
czas gdy u innych gatunków  zwierząt błękit toluidynow y działa tak  samo 
jak błękit m etylenowy. W doświadczeniach bez udziału w ątroby błękit 
toluidynow y tak  samo jak  błękit m etylenow y przyspiesza redukcję 
methemoglobiny.

Proces przyspieszania redukcji M etHb zachodzi, być może, w skutek 
oddawania do środowiska perfuzyjnego substra tu  potrzebnego do tej 
redukcji, bądź w skutek aktyw acji lub reaktyw acji układów enzym atycz­
nych krw inek czerwonych. Możliwe jest także bezpośrednie reduktyw ne 
działanie w ątroby na krw inki poprzez aktyw ne grupy umiejscowione 
w błonie kom órkowej, przy czym błękit m etylenow y może służyć jako 
pośrednik. A zatem  kom órki w ątroby redukow ałyby błękit m etylenow y 
czy inny barw nik, k tóry  po adsorpcji przez powierzchnię ery trocytu  
redukow ałby z kolei M etHb (2).

III. Rola glutationu w redukcji methemoglobiny

Niedobór g lutationu w świeżych krw inkach czerwonych lub w krw in­
kach poddanych działaniu związków chemicznych zawsze znajduje  wyraz 
w skróceniu okresu przeżywania krw inek czerwonych i na ogół łączy się 
z nagrom adzaniem  produktów  utleniania hemoglobiny (między innym i 
MetHb) (19). Zm niejszona ilość glutationu w postaci zredukow anej 
w krw inkach czerwonych może być związana m iędzy innym i z niedobo­
rem  zred. NADP w yw ołanym  przez niedobór dehydrogenazy glukozo-6 - 
fosforanu. Redukcja utlenionej form y glutationu zachodzi prawidłowo
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gdy obecne są dwa związane ze sobą czynnościowo enzymy: dehydro­
genaza glukozo-6 -fosforanu, dostarczająca zred. NADP oraz reduktaza 
glutationu zużywająca zred. NADP. Przyczyną niedoboru GSH może być 
zaham owanie jednej z tych reakcji lub też praw ie całkow ity brak GSH 
na powierzchni krw inki. Ten defekt enzym atyczny może występować 
w pew nych przypadkach wrodzonej m ethemoglobinem ii i w chorobach 
hem olitycznych, uzależnionych od niepraw idłow ej zawartości glutationu 
(8 , 19, 36).

M i l l s  i R a n d a l  (31, 32, 33) badając krew  szczurzą doszli do 
wniosku, że GSH ochrania Hb od szkodliwych czynników utleniających 
tylko w obecności dodatkowego enzym u, k tóry  nazwali peroksydazą glu- 
tationow ą. W yniki badań przeprow adzonych na erytrocytach ludzkich 
sugeru ją natom iast, że sam  GSH chroni hemoglobinę od u tleniania i nie­
potrzebne są dodatkowe czynniki. Przew aża pogląd, że in vivo  GSH może 
ochraniać hemoglobinę od utleniających czynników, jednak ochrona ta 
jest zależna od niehemoglobinowego białka erytrocytów ; być może 
w spom nianej wyżej glutationow ej peroksydazy (19).

Po dodaniu GSH zarówno do hemolizatów jak i do krw inek nieuszko­
dzonych zaw ierających M etHb zachodzi jej redukcja (37). W ykazano, że 
GSH redukuje  MetHb bezpośrednio i że utw orzony GSSG może być redu­
kowany w obecności zred. NADP przez reduktazę glutationu, przy czym 
m echanizm  redukcji GSSG przebiega tylko w nieuszkodzonych krw in­
kach czerwonych. Ta część redukcji, zależna od cyklu pentozowego (38), 
jest zapoczątkowana przez spontaniczną reakcję między GSH a M etHb 
(schemat 2 ).

Reduktaza gtutationom

Schemat 2. Redukcja methemoglobiny

Oprócz GSSG ludzkie krw inki czerwone mogą redukow ać także inne 
dwusiarczki, przy czym redukcja  większości z nich odbywa się praw do­
podobnie przez spontaniczną reakcję z w ew nątrzkom órkow ym  glutatio- 
nem  (11). W nieuszkodzonej ludzkiej krw ince czerwonej pow stają w tedy 
odpowiednie pochodne tiolowe pod w arunkiem , że w badanym  środo­
wisku jest obecna glukoza lub adenozyna ( 1 0 ).
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IV. Rola kwasu askorbinowego w redukcji methemoglobiny

Badania nad działaniem  kwasu askorbinowego na redukcję MetHb 
w nieuszkodzonych erytrocytach oprócz znaczenia teoretycznego m ają 
także duże znaczenie praktyczne (27). Kwas askorbinowy, jak  już wspo­
m niano, jest stosowany jako środek leczniczy w methemoglobinem ii. 
Podaje się go zasadniczo we wszystkich przypadkach, w których nie ma 
konieczności usunięcia stanu zagrażającego życiu przez szybkie obniże­
nie poziomu MetHb. Dotyczy to w pierwszym  rzędzie wrodzonej m ethe­
moglobinemii enzymopenicznej, w której zawartość M etHb we krw i daje 
się w yraźnie obniżyć przez długotrw ałe leczenie kwasem  askorbinowym  
(15, 39). Natom iast w ostrej toksycznej m ethemoglobinem ii stosuje się 
barw niki redukująco-utleniające, działające znacznie szybciej. Ażeby 
osiągnąć bowiem taką samą szybkość redukcji m ethem oglobiny, jaką 
uzyskuje się po podaniu błękitu  metylenowego w ilości 10-4M na litr  
krw i należy podać aż 0,2—0,3M kwasu askorbinowego na 1 litr krwi. Jest 
to związane z jakościowo różnym  przebiegiem  redukcji M etHb w ery tro ­
cytach pod wpływem  tych związków.

Praw idłow e krzyw e dysocjacji tlenu po podaniu błękitu  m etyleno­
wego wskazują, że barw nik ten  wpływa na redukcję M etHb na drodze 
katalitycznej, natom iast przebieg tych krzyw ych po podaniu kwasu 
askorbinowego świadczy, że redukuje  on M etHb nieenzym atycznie.

Kwas askorbinowy redukuje  M etHb w nieuszkodzonych erytrocytach 
i hem olizatach prawdopodobnie reagując z nią bezpośrednio, a ponadto 
w hem olizatach może znacznie opóźniać utlenianie Hb przez NaNOz. 
Duże stężenia kwasu askorbinowego powodują redukcję barw nika we 
w szystkich krw inkach czerwonych zaw ierających m ethemoglobinę, n a ­
tom iast przy niskich stężeniach kwasu askorbinowego redukcja MetHb 
przebiega nierównom iernie, co jest związane z właściwościami poszczegól­
nych erytrocytów .

V. Rola adrenaliny w redukcji methemoglobiny

A drenalina może katalitycznie przyspieszać redukcję M etHb (2), przy 
czym z jednej strony wiadomo, że adrenalina utlenia się względnie 
łatw o na produkty  o właściwościach redox  (na przykład adrenochrom ), 
z drugiej strony zaś jest rzeczą znaną, że w zawiesinie erytrocytów  może 
być ona stabilizowana na dłuższy przeciąg czasu. Przyspieszenie redukcji 
M etH b przez adrenalinę w obecności glukozy jest m inim alne w ery tro ­
cytach królika i św inki m orskiej, natom iast — znaczne w krw inkach 
czerwonych świni i konia cechujących się powolną przem ianą m aterii ( 1 ). 
W obecności m leczanu adrenalina silnie przyspiesza przekształcenie 
M etHb w Hb w erytrocytach królika.
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Zwiększenie redukcji M etHb przez adrenalinę jest zależne w pew nych 
granicach od stężenia adrenaliny. Pod wpływem  dużych stężeń, po po­
czątkowym  silnym  przyspieszeniu redukcji, dochodzi ponownie do tw o­
rzenia się methemoglobiny. Można by to tłum aczyć tym , że adrenalina 
zostaje u tleniana przez M etHb do związku wykazującego właściwości 
u tleniająco-redukujące. Nie wiadomo jednak czy jest to adrenochrom , 
czy inny produkt. Fakt, że w obecności mleczanu adrenalina w ykazuje 
także działanie katalityczne i że w hemolizacie zaw ierającym  M etHb nie 
można wykazać wyraźnego w pływ u adrenaliny na M etHb po dodaniu 
NADP, pozwala przypuszczać, że redukcja produktu  utleniania adrena­
liny przebiega przez układy redukujące erytrocytów  uzależnione od NAD. 
Nie można jednak przypisyw ać adrenalinie szczególnego znaczenia 
w fizjologicznej redukcji M etHb w krw ince czerwonej in vivo, bowiem 
jej skuteczne stężenia są bardzo wysokie, a więc niefizjologiczne. Być 
może, ma tu  pewne znaczenie zdolność m agazynowania adrenaliny  w nie­
których tkankach ustroju.

Podsum owując należy podkreślić, że zasadniczym  czynnikiem  ochra­
niającym  żelazo w hemoglobinie przed utlenieniem  są zredukow ane nu- 
kleotydy pirydynow e, k tórych redukcja może przebiegać różnym i dro­
gami.
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M A R IA  G A B R IE L A  SA R Z A ŁA *

Trawienie i wchłanianie trójglicerydów

Digestion and Absorption of Trigiycerides

The present state of knowledge concerning digestion and absorption of trigly­
cérides is reviewed.

Jednym  z zasadniczych zagadnień związanych z traw ieniem  i w chła­
nianiem  tłuszczów jest przenikanie do kom órek śluzówki jelita  tych nie­
rozpuszczalnych w wodzie substancji dających w w yniku hydrolizy 
również nierozpuszczalne produkty (kwasy tłuszczowe, monoglicerydy). 
W XIX wieku rozpowszechniony był pogląd, że tłuszcze wchłaniane 
są w postaci niezm ienionej, na zasadzie jakby „w siąkania” w ścianę je­
lita  (29, 50, 61).

Obserwacje nad hydrolizą tłuszczów w przewodzie pokarmowym, 
udziałem  żółci i soku trzustkowego oraz nad działaniem  lipazy stały  się 
podstaw ą nowej teorii w chłaniania tłuszczów nazwanej później „lipoli- 
tyczną” a sform ułow anej w 1900 roku przez P f l ü g e r a  (56). W edług 
niej w chłanianiu do kom órek nabłonka śluzówki jelita  ulegają produkty 
całkow itej hydrolizy trójglicerydów  — glicerol bezpośrednio, a kwasy 
tłuszczowe po uprzednim  ich zm ydleniu węglanem  sodu.

Teorię Pflügera zmodyfikował dopiero w latach trzydziestych V e r - 
z a r  (75), k tóry  również uważał, że tłuszcz w świetle jelita  ulega całko­
w itej hydrolizie, przy czym zemulgowanie lipidów ułatw ia ich kontakt 
z lipazą, przeczył jednak możliwości tw orzenia się m ydeł ze względu na 
zbyt niskie pH  w jelicie. W edług V erzara uwolnione kwasy tłuszczowe 
tworzą z solami kwasów żółciowych kom pleksy dyfundujące przez bło­
nę komórkową i ulegające przy tym  rozbiciu. Po przedostaniu się do ko­
mórek nabłonka glicerolu i kwasów tłuszczowych pow stają z nich po­
nownie trójglicerydy, natom iast sole kwasów żółciowych powracają do 
św iatła jelita i mogą znowu brać udział w wiązaniu kwasów tłuszczo­
wych.

Natom iast według tak  zwanej „teorii p a rty cy jn e j” w ysuniętej w la­
tach czterdziestych przez F r  a z e r  a (25) hydroliza lipidów w jelicie nie

* Dr, adiunkt Zakładu Biochemii Instytutu Biologii Doświadczanej im. M. Nenc­
kiego PAN w Warszawie.
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jest całkowita m iędzy innym i dlatego, że gromadzące się na powierzchni 
cząstek em ulsji wolne kwasy tłuszczowe uniem ożliw iają lipazie kontakt 
z trójglicerydam i na granicy faz lipidy—woda. Część trójglicerydów  po­
zostaje niezhydrolizowana, a uw alnia się tylko około 30°/o kwasów tłusz­
czowych, przy czym pow stają głównie dw u- i monoglicerydy. Pod 
w pływem  trójskładnikow ego układu: kwas tłuszczowy — m onoglicery­
dy — sole kwasów żółciowych pow staje lipidowa em ulsja, k tórej cząstki
o średnicy około 0,5 m- mogą przenikać przez błonę.

Teoria partycy jna  zakłada dwie różne drogi w chłaniania lipidów. 
Zemulgowane tró jglicerydy w nikają do kom órek nabłonka, skąd po­
przez układ lim fatyczny przechodzą do krwi, natom iast uwolnione kw a­
sy tłuszczowe dostają się bezpośrednio do żyły w rotnej, a następnie do 
w ątroby, gdzie ulegają utlenieniu.

Teoria ta, bardzo kontrow ersyjna i pozostawiająca wiele kw estii n ie­
w yjaśnionych, zapoczątkowała bardzo intensyw ny okres badań bioche­
m icznych i histologicznych, zm ierzających głównie w trzech kierunkach, 
które będą kolejno omówione.

I. Procesy zachodzące w świetle jelita w czasie trawienia i wchłaniania lipidów

Podobnie jak  Frazer również D e s n u e l l e  i wsp. (20, 21), B o r g -  
s t r ó m  (8 — 13) i F a v a r g e r  i wsp. (22) stw ierdzili, że hydroliza li­
pidów w świetle jelita  nie jest kom pletna. Okazało się przy tym , że 
dokładne oznaczenie ilości poszczególnych frakcji pow stających w w y­
niku hydrolizy jest niemożliwe, ponieważ jednocześnie z hydrolizą za­
chodzi pod wpływem  lipazy transestryfikacja  prowadząca do częściowej 
resyntezy trójglicerydów  z monoglicerydów i dwuglicerydów  (1 2 ). 
S c h ó n h e y d e r  i V o l q v a r t z  (63) wykazali in vitro, że pod w pły­
wem  lipazy z tłuszczów pow stają kolejno dw uglicerydy, m onoglicerydy 
i glicerol. Lipaza trzustkow a hydrolizuje wiązanie estrowe tró jg licery­
dów głównie w pozycji 1 i 3-glicerolu (9, 20, 48, 49), skutkiem  czego 
w jelicie w czasie traw ienia lipidów gromadzą się duże ilości 2 -mono- 
glicerydów (33, 49).

H o f m a n n  i B o r g s t r ó m  (32) w irując treść jelitow ą pobraną 
w czasie traw ienia lipidów rozdzielili ją na dwie fazy, górną — oleistą 
i dolną, przezroczystą — wodną. Obydwie fazy zaw ierały m niej więcej 
jednakow e ilości lipidów, ale ich skład był różny: faza oleista zaw ierała 
przede wszystkim  dw u- i tró jg licerydy oraz niewielkie ilości kwasów 
tłuszczowych i monoglicerydów, faza wodna natom iast zaw ierała wolne 
kwasy tłuszczowe i m onoglicerydy oraz bardzo nieznaczne ilości dw u- 
i trójglicerydów . W ystępowanie tych związków w fazie wodnej Hofm ann 
i Borgstróm  tłum aczą tw orzeniem  się uporządkow anych zespołów czą­
stek rozpuszczalnych w wodzie tzw. micelli. Sole kwasów żółciowych
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jako związki am fipatyczne mogą w świetle jelita tworzyć agregaty, 
w których części polarne cząsteczek skierowane są na zew nątrz (w stro ­
nę środowiska wodnego), a hydrofobowe części niepolarne połączone 
siłam i van der W aalsa — do w ew nątrz. Takie agregaty m ają zdolność 
w łączania w swój skład związków lipidowych o charakterze polarnym , 
kwasów tłuszczowych i monoglicerydów, co prowadzi do powstania roz­
puszczalnych micelli. Te micelle „m ieszane” odznaczają się pewną zdol­
nością solubilizacji lipidów niepolarnych, jednak tak  niewielką, że tró j- 
glicerydy i dw uglicerydy w ystępują w świetle jelita głównie w form ie 
em ulsji stabilizowanej przez sole kwasów żółciowych, gromadzących się 
na granicy faz.

Ze względu na niew ielkie rozm iary (30—200 A) i wysoki stopień upo­
rządkow ania micelli, roztw ór taki jest optycznie pusty, można zatem  
mówić o w ystępowaniu m onoglicerydów i wolnych kwasów tłuszczowych 
w form ie rozpuszczalnej. M onoglicerydy w ystępują w układzie m icellar- 
nym  w form ie niezjonizowanej. Ich solubilizacja nie zależy od pH  śro ­
dowiska (31), a jest uw arunkow ana prawdopodobnie tworzeniem  się 
bliżej nieznanego połączenia z solami kwasów żółciowych. N atom iast 
solubilizacja kwasów tłuszczowych zależy od pH  i tem peratury ; zjoni- 
zowane kwasy są lepiej solubilizowane. Przy pH  panującym  w św ietle 
jelita około połowa kwasów tłuszczowych tworzących micelle w ystępuje 
w formie z jonizowanej.

Dotychczas nie wiadomo, jaki jest kształt micelli i m olekularne roz­
mieszczenie poszczególnych jej składników, a także stopień ich w ym iany 
z cząsteczkami w ystępującym i w fazie niem icellarnej.

II. Przenikanie lipidów przez błonę komórkową

Zastosowanie m ikroskopu elektronowego do badań morfologicznych, 
umożliwiające dokładniejsze poznanie s tru k tu ry  komórek śluzówki je ­
lita dostarczyło wielu now ych danych o przenikaniu lipidów przez błony 
komórkowe, jednak nie pozwoliło na całkowite zrozum ienie m echanizm u 
w chłaniania lipidów. Z obrazów otrzym anych w mikroskopie elektrono­
wym  wynika, że błona kom órkowa kom órek śluzówki, będąca barierą  
między środowiskiem zew nętrznym  a cytoplazm ą, zbudowana jest z bi- 
m olekularnej w arstw y lipidów otoczonej z dwu stron przez w arstew ki 
białka (26, 27). Na skutek w ytw orzenia licznych w pukleń błony pow sta­
ją mikrokosmki rąbka brzeżnego, co zwiększa znacznie powierzchnię 
chłonną jelita. Obliczono, że pojedyncza kom órka absorbująca nabłonka 
śluzówki jelita szczura zaw iera około 3 000 mikrokosmków, które od 
strony św iatła jelita  osłonięte są ściśle przylegającą w arstw ą m ukopro- 
teidów (27).
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Stosowanie m ikroskopu elektronowego do badań nad w chłanianiem  
lipidów zapoczątkowali w roku 1955 S j ó s t r a n d  i Z e t t e r q v i s t  
(71), a P a l a y  i K a r l i n  (52, 53) przeprowadzili tą  tecfiniką syste­
m atyczne obserwacje. Po podaniu szczurom oliwy zaobserwowali oni 
występowanie osmofilnych kropelek lipidów o średnicy od 500— 1000 A 
pomiędzy m ikrokosmkami od strony św iatła jelita jak  również w ew nątrz 
cytoplazm y kom órek śluzówki, gdzie kropelki lipidów tej sam ej w iel­
kości otoczone były podwójnym i błonami. W częściach kom órki, odda­
lonych od św iatła jelita, średnica lipidowych kropelek dochodziła do 
około 2 000 A. Liczne skupienia lipidowych cząstek obserwowano również 
w strefie  aparatu  Golgiego. Kropelki lipidowe przechodziły w następnej 
fazie w chłaniania przez błonę podstawową, skąd dostaw ały się do na­
czyń lim fatycznych. Nie zaobserwowano osmofilnych cząstek ani w sa­
m ych m ikrokosmkach, ani tuż pod m ikrokosm kam i we w łókienkow atej 
strefie  cytoplazm y (ang. term inal web). Natom iast u podstaw y niektó­
rych  mikrokosmków widoczne były zagłębienia błony rąbka brzeżnego 
w puklające się do cytoplazm y. O dryw ająca się błona tw orzyła następ­
nie pęcherzyki o średnicy około 600 A. Pod wpływ em  diety zaw ierają­
cej oliwę ilość takich pęcherzyków pinocytarnych, w których znajdow a­
ły się osmofilne kropelki lipidowe znacznie w zrastała. Na podstawie 
tych obserw acji P a l a y  i K a r l i n  w ysunęli hipotezę, że do cytoplaz­
my kom órek nabłonka lipidy dostają się na drodze pinocytozy, co zosta­
ło potwierdzone przez niektórych innych autorów (1, 2, 23, 47, 57, 72).

Zdecydowanym  przeciw nikiem  poglądu o roli pinocytozy w procesie 
absorpcji lipidów jest S j ó s t r a n d  (70), k tóry  uważa, że błony otacza­
jące krople lipidów, znajdujące się w cytoplazmie, nie mogą pochodzić 
z pęcherzyków  pinocytarnych, gdyż ich grubość i budowa różni się od 
grubości i budowy błon rąbka brzeżnego.

W yniki badań nad przechodzeniem  lipidów przez błonę komórkową 
śluzówki, uzyskane w pracow ni B o r g s t r o m a  (24, 32, 39) sugerują, 
że w chłanianie przez kom órki kwasów tłuszczowych i monoglicerydów 
z m icellarnego roztw oru lipidów nie jest procesem enzym atycznym  
i przebiega bez zużycia energii, o czym  świadczyłby fakt, że obniżenie 
tem pera tu ry  do 0° nie wpływ a na szybkość przenikania lipidów do skraw ­
ków jelita. Ponadto skraw ki jelita z różnych części przewodu pokarm o­
wego w chłaniają lipidy z jednakow ą szybkością. Borgstróm  i wsp. p rzy­
puszczają, że przenikanie lipidów z roztw oru m icellarnego do komórek 
nabłonka zachodzi w skutek ich rozpuszczania się w fosfolipidach błon 
kom órkowych po odszczepieniu soli kwasów żółciowych. Gdyby proces 
ten był enzym atyczny, to należałoby oczekiwać różnic szybkości prze­
nikania lipidów do kom órek nabłonka z różnych części jelita, ponieważ 
większość enzymów biorących udział w procesie w chłaniania zlokalizo­
w ana jest w początkowym  i środkow ym  odcinku jelita  cienkiego (77).

Na możliwość przechodzenia micelli lipidowych drogą dyfuzji przez
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Rys. 1. Fragmenty komórek nabłonka śluzówki jelita szczura w czasie wchłaniania
lipidów, według (3)

K om órka absorbująca pokryta od strony św iatła  (ś) je lita  m ikrokosm kam i (Mk). W cytop laz- 
mie u podstaw y m ikrokosm ków  strefa  w łók ien k ow ata  (ang. terminal w eb  TW). W św ietle  je ­
lita  w idoczne krople em u lsji lip idow ej (E) i o sm ofilne cząstki o średnicy około 150 A—m icelle  
(M). Podobne cząstk i w idoczne są rów nież pom iędzy m ikrokosm kam i i w  podstaw ow ej części 
m ikrokosm ków . W partiach kom órki bardziej oddalonych  od św iatła  jelita  w idoczne osm ofilne  

krople lip idow e (KL) o średnicy od 500—2000 A (Pow iększone X 20000)
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błony na całej powierzchni m ikrokosmków wskazują również badania 
za pomocą m ikroskopu elektronowego (58, 73).

Inny pogląd reprezen tu ją  A s h w o r t h  i L a w r e n c e  (3). S tw ier­
dzili oni (rys. 1), że zarówno w sztucznych roztworach m icellarnych 
otrzym anych z kwasu oleinowego, monooleinianu i taurocholanu sodu, 
jak i w treści jelitow ej szczura karm ionego lipidami w ystępują cząstki 
osmofilne o średnicy od 30—200 A. Takie osmofilne cząstki odpowiada­
jące wielkością micellom zaobserwowali oni również pomiędzy m ikro- 
kosmkami kom órek nabłonka; są one na ogół luźno związane z okryw a­
jącym i rąbek brzeżny filam entam i m ukoproteidowymi. W początko­
wych stadiach w chłaniania lipidów w kom órkach absorbujących nabłon­
ka jelita w ytw arzały  się jak  gdyby „kieszenie” powstające w skutek 
„w pływ ania” błony kom órkowej do apikalnej części kom órki (ang. m e m ­
brane flow). W pływ ająca błona tw orzyła widoczne w strefie w łókien- 
kowatej cytoplazm y tuż pod m ikrokosm kam i pęcherzyki o średnicy oko­
ło 1 000 A, w których znajdow ały się drobne kropelki lipidowe. W bar­
dziej odległych od św iatła jelita  częściach kom órki znajdow ały się w ięk­
sze, osmofilne krople lipidowe, k tórych średnica dochodziła do 2 000 A 
(rysunek 1).

A shw orth i Law rence przypuszczają więc, że lipidy przenikają do 
komórek nabłonka w postaci m olekularnej i dopiero w cytoplazmie zle­
w ają się w większe skupienia. P rzenikanie to może zachodzić bądź przez 
przyłączanie się m icellarnych lipidów do błony mikrokosmków i w ytw a­
rzania luźnego kom pleksu: błona-lipidy m icellarne, bądź też drogą syn­
tezy nowych lipoproteidów błony komórkowej; błona ta  „w pływ ając” 
do cytoplazm y m ogłaby być przenośnikiem  lipidów (3). Przechodzenie 
całych, niezm ienionych micelli bądź to drogą pinocytozy, bądź dyfuzji 
powodowałoby przedostaw anie się do kom órek nabłonka wraz z lipidam i 
również soli kwasów żółciowych i w konsekwencji — deficyt tych ostat­
nich uniem ożliw iający hydrolizę i w chłanianie dalszych partii lipidów 
(skądinąd wiadomo, że sole kwasów żółciowych nie są wchłaniane w  je­
licie cienkim (46)).

Jak  widać, m echanizm  przedostaw ania się lipidów ze św iatła jelita 
do kom órek nabłonka daleki jest jeszcze od wyjaśnienia. N ajbardziej 
prawdopodobne w ydają się dwie koncepcje. Jedna, reprezentow ana przez 
B o r g s t r ó m a  i wsp. (24, 32), tłum aczy przechodzenie m olekularnych 
kwasów tłuszczowych i m onoglicerydów z m icellarnego roztworu lipi­
dów ich rozpuszczalnością w s truk tu ra lnych  fosfolipidach błon kom ór­
kowych, bez udziału procesów enzym atycznych i bez zużycia energii. 
Druga koncepcja, reprezentow ana przez A s h w o r t h a  i L a w r e n ­
c e ’ a (3) tłum aczy ten  proces wbudow yw aniem  się lipidów w błonę ko­
mórkową, pełniącą rolę ich przenośnika. Obydwie hipotezy zakładają, 
że micelle podczas przenikania przez błony muszą ulec rozbiciu dzięki 
odszczepieniu się soli kwasów żółciowych.
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Dotychczas nie wiadomo, jakie czynniki powodują odszczepianie się 
soli kwasów żółciowych, jak  zachow ują się micelle po utracie tego waż­
nego składnika i czy proces rozbicia micelli zachodzi na zewnątrz, czy 
w ew nątrz błony komórkowej.

III. Procesy zachodzące w komórkach śluzówki jelita

Stw ierdzenie hydrolizy lipidów w świetle jelita  nasuw a zagadnienie 
m echanizm u ich resyntezy w kom órkach śluzówki. Sam fakt resyntezy 
trójglicerydów  w ścianie jelita  znany był od 1884 roku, kiedy M u n k 
(50) zaobserwował podczas w chłaniania kwasów tłuszczowych pojaw ie­
nie się w limfie zwiększonej ilości tłuszczów obojętnych. Proces resyn­
tezy uważany był przez długi czas za odwrócenie enzym atycznej lipo- 
lizy. W latach trzydziestych S i n c l a i r  (66—69) i V e r  z a r  (75) w y­
sunęli przypuszczenie, że kwasy tłuszczowe po przedostaniu się do ko­
m órek śluzówki, ulegają włączeniu w fosfolipidy zanim  zostaną w bu­
dowane w trójglicerydy. Zostało to potwierdzone przez wielu badaczy 
(4, 5, 6 , 7, 55, 62, 78). Okazało się, że całkowita ilość fosfolipidów nie 
w zrasta podczas w chłaniania, a tylko zmienia się rodzaj wchodzących 
w ich skład kwasów tłuszczowych pod wpływem  kwasów podanych 
w pokarm ie. W zrost zawartości fosfolipidów stw ierdzono jednak u nie­
których gatunków  owadów (78).

Zgodnie ze schem atem  K e n n e d y ’ e g o  (42), głównym  interm edia- 
tem  w biosyntezie szeregu lipidów w kom órkach w ątroby jest kwas 
fosfatydow y, pow stający w w yniku estryfikacji a-glicerofosforanu przez 
zaktyw ow ane kwasy tłuszczowe. Po enzym atycznej defosforylacji kw a­
su fosfatydowego pow stają dwuglicerydy, z których syntetyzow ane są 
bądź trójglicerydy drogą przyłączania trzeciej cząsteczki kwasu tłusz­
czowego, bądź za pośrednictw em  odpowiednich pochodnych nukleotydów 
cytydylow ych — fosfolipidy (42, 44, 45, 74).

W krótce po ukazaniu się prac K e n n e d y ’ e g o  i wsp. (42, 43, 76) 
J o h n s t o n  i B e a r d e n  (36, 37) wysunęli przypuszczenie, że po­
dobny przebieg może mieć biosynteza lipidów obojętnych i fosfolipidów 
w śluzówce jelita, ponieważ w czasie inkubacji „nicowanych worków” 
jelita  chomika zarówno piętnowane kwasy tłuszczowe, jak  i piętnow any 
ortofosforan w budow yw ały się do frakcji kwasu fosfatydowego. C l a r k  
i H i i b s c h e r  (16) znaleźli w śluzówce jelita enzym defosforylujący 
kwas fosfatydow y do dw uglicerydu — fosfatazę kwasu fosfatydowego 
(fosfohydrolaza kwasu L-a-fosfatydowego (3.1.3.4)), a ponadto stw ier­
dzili estryfikow anie powstałego dwuglicerydu do tró jglicerydu. Doda­
nie a-glicerofosforanu do m ieszaniny inkubacyjnej zaw ierającej frakcję 
m itochondrialną śluzówki jelita  królika, kwas tłuszczowy, ATP i CoA 
znacznie wzmagało syntezę glicerydów (18). Początkowo uważano, że
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w syntezie lipidów w śluzówce jelita  bierze udział jedynie a-glicero- 
fosforan pochodzący z przem iany węglowodanów, natom iast glicerol 
uw alniany w czasie hydrolizy trójglicerydów  w świetle jelita nie jest 
w ykorzystany z powodu braku kinazy glicerolowej (28). W ostatnich 
latach stw ierdzono jednak wbudowywanie znakowanego glicerolu do 
trójglicerydów  stym ulow ane przez wolne kwasy tłuszczowe (15, 60), 
a także obecność kinazy glicerolowej w śluzówce jelita szczura i innych 
zwierząt (19). Obecnie uważa się zatem, że wolny glicerol może ulegać 
w kom órkach śluzówki fosforylacji i być w pewnym  stopniu w ykorzysta­
ny do biosyntezy trójglicerydów.

W śluzówce jelita zachodzi synteza zarówno tłuszczów obojętnych 
jak  i fosfolipidów i szereg czynników decyduje prawdopodobnie o tym , 
jaki rodzaj lipidu powstaje z wspólnego prekursora — kwasu fosfatydowe- 
go (42). Hipoteza J o h n s t o n a  (35) uzależnia k ierunek syntezy od do­
pływu wolnych kwasów tłuszczowych do kom órek śluzówki. Gdy do­
pływ jest mały, a w cytoplazm ie znajdują  się nukleotydy cytydylowe, 
zachodzi synteza fosfolipidów. Przy znacznym  dopływie kwasów tłusz­
czowych następuje przesunięcie procesu na korzyść biosyntezy tró jg li­
cerydów.

C l a r k  i H i i b s c h e r  (17, 18) przypuszczali natom iast, że bio­
synteza trójglicerydów  w śluzówce jelita  może również zachodzić przez 
bezpośrednią acylację m onoglicerydów dopływ ających do komórek ślu­
zówki ze św iatła jelita. W ykazali oni, że powstające w świetle jelita 
2-m onoglicerydy są znacznie lepszymi akceptoram i kwasów tłuszczo­
wych niż J-m onoglicerydy. Szybkość biosyntezy trójglicerydów  zależy 
od rodzaju podawanego monoglicerydu; na przykład monooleinian jest 
znacznie szybciej inkorporow any do trójglicerydów  niż m onopalm ity- 
nian. Syntezę trójglicerydów  z m onopalm itynianu i zaktyw owanych 
kwasów tłuszczowych we frakcji m ikrosomowej śluzówki jelita szczura 
wykazali S e n i o r  i I s s e l b a c h e r  (65), przy czym monoglicerydy 
były znacznie lepszymi akceptoram i kwasów tłuszczowych, niż a-glice- 
rofosforan. Autorzy podkreślają, że taka synteza trójglicerydów  może 
być bardziej korzystna dla organizmu, gdyż wym aga mniejszego zu­
życia energii niż synteza z a-glicerofosforanu. Dowodu na to, że cała 
cząsteczka monoglicerydów bierze udział w reakcji, a nie produkty jej 
rozpadu, dostarczyły doświadczenia, w których podawano zwierzętom 
podwójnie piętnowany monogliceryd, znaczony 3H w glicerolu i 14C 
w resztach kwasów tłuszczowych (35, 38, 40). Okazało się wówczas, że 
stosunek 3H do 14C w dw u- i tró jglicerydach tkanki jelitow ej jest bar­
dzo bliski stosunkowi w podaw anym  monoglicerydzie.

Na udział innego prekursora lipidów w śluzówce jelita w skazują 
P a r i s  i C l e m e n t  (54). Po inkubacji segmentów jelita szczura 
w obecności podwójnie piętnowanego m onopalm itynianu, znaleźli oni 
radioaktyw ność głównie w wyizolowanym  ze śluzówki jelita kwasie lizo-
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fosfatydowym , co nasunęło przypuszczenie, że może on być in term e- 
diatem  w biosyntezie trójglicerydów . Mógłby on powstawać w dw ojaki 
sposób. W edług jednej koncepcji z m onoglicerydów w śluzówce jelita  
powstaje glicerol, k tó ry  ulega fosforylacji do glicerofosforanu, a ten  — 
acylowaniu do kwasu lizofosfatydowego. W edług drugiej koncepcji, 
kwas lizofosfatydowy pow staje przez bezpośrednią fosforylację mono- 
glicerydu. Po przyłączeniu do kwasu lizofosfatydowego drugiej cząstecz­
ki kwasu tłuszczowego pow staw ałby kwas fosfatydowy. W ydaje się jed ­
nak, że hipoteza ta  nie jest jeszcze w ystarczająco udowodniona.

Omówione trzy  możliwe drogi biosyntezy trójglicerydów  przedstaw ia 
schem at 1.

Schemat 1. Hydroliza i biosynteza trójglicerydów w  jelicie
a — hydrolaza estrów  glicero low ych  (3.1.1.3); b — transferaza A TP_glicerol (2.7.1.30); c — ligaza  
kw as tłuszczow y-C oA  (6.2.1.3); d — acylotransferaza acylo-C oA :L -glicerol-3-fosforan  (2.3.1.15); 
e — acylotransferaza acylo-C oA :m onogliceryd; f — fosfohydrolaza kw asu L -a-fosfatyd ow ego  

(3.1.3.4); g — acylotransferaza acylo-C oA rdw uglłceryd

B r i n d l e y  i H i i b s c h e r  (14) wykazali w m ikrosomach śluzów­
ki jelita  szczura obecność układów enzym atycznych um ożliw iających 
biosyntezę trójglicerydów  zarówno poprzez kwas fosfatydow y jak i po­
przez m onoglicerydy.

Istn ieją jednak różnice zdań na tem at stopnia w ykorzystania przez 
organizm każdego z tych dwóch szlaków biosyntezy, szczególnie w cza­
sie w chłaniania lipidów, kiedy do kom órek śluzówki dopływa duża ilość 
m onoglicerydów i wolnych kwasów tłuszczowych (30, 51, 64). Zagadnie­
nie to zostało ostatnio do pewnego stopnia w yjaśnione przez K e r n a  
i B o r g s t r o m a  (41). Badali oni rozmieszczenie radioaktyw ności we
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frakcjach  lipidowych po inkubacji skraw ków  jelita  chomika w micel- 
larnym  roztworze znakow anych prekursorów  trójglicerydów  i stw ierdzi­
li, że przy odpowiedniej ilości monoglicerydów dopływ ających do ko­
m órek śluzówki resynteza trójglicerydów  zachodzi praw ie całkowicie po­
przez bezpośrednią estryfikację m onoglicerydów. Jedynie przy niedosta­
tecznej ilości m onoglicerydów tró jg licerydy są intensyw nie syntetyzo­
wane przy udziale kwasu fosfatydowego, przy czym kluczową rolę w tym  
procesie odgrywa fosfataza kw asu fosfatydowego. Enzym ten aktyw o­
w any jest in vitro  przez wolne kw asy tłuszczowe, wzrost jego ak tyw ­
ności stw ierdzono również w  jelicie żaby w czasie w chłaniania lipidów 
(59). Być może, wolne kw asy tłuszczowe aktyw ując fosfatazę kwasu 
fosfatydowego zwiększają stopień w ykorzystania tego szlaku przy bio­
syntezie lipidów w śluzówce. O drodze resyntezy  trójglicerydów  w ślu­
zówce jelita  decydow ałyby zatem  ilość i rodzaj dostępnych substratów .

Poznanie dróg resyntezy lipidów w śluzówce jelita  nie w yjaśnia jesz­
cze w szystkich procesów zachodzących w kom órce w związku z przy­
sw ajaniem  tłuszczów. Należy bowiem również uwzględnić fakt, że lipidy 
opuszczają kom órkę w postaci chylom ikronów. Term in ten  wprowadził 
Gage w 1920 roku dla cząstek pojaw iających się we krw i i limfie pod­
czas chłonienia tłuszczów, widocznych w m ikroskopie w ciem nym  polu 
jako cząstki o średnicy od 0,5— 1 m-, silnie rozpraszające światło. Chylo- 
m ikrony zbudowane są z trójglicerydów , które stanow ią około 90%  ich 
masy, dwuglicerydów, cholesterolu, fosfolipidów, oraz białka w ystępu­
jącego w ilości od 0,2—21%. W edług S e n i o r a  (64) we w nętrzu chylo­
m ikronów znajdują się lipidy obojętne, otoczone w arstew ką lipoprotei- 
dową. Białko i fosfolipidy, które w ystępują jedynie w niew ielkich iloś­
ciach, są pomimo to isto tnym i składnikam i chylomikronów; świadczy
0 tym  fakt, że podanie zwierzęciu związków ham ujących syntezę białek
1 fosfolipidów powoduje nagrom adzenie się lipidów obojętnych w kom ór­
kach śluzówki, oraz ham uje transport lipidów do krw i (34). Chylomi- 
krony tw orzą się w bazalnej części kom órek śluzówki (34), skąd praw do­
podobnie drogą pinocytozy (64) dostają się do przestrzeni m iędzykomór­
kowych, następnie do naczyń lim fatycznych i do krwi. Miejsce i m echa­
nizm powstawania chylom ikronów, jak  również sposób przedostaw ania 
się ich z komórek do przestrzeni m iędzykomórkowych, są jednak do­
tychczas mało poznane.
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M A R IA  SKO NIECZN A*, IR E N A  SOP A T  A**, J A N IN A  WIZE**, 
E LŻ B IE TA  W OJTECKA-ŁUKASIK**

Aktualne poglądy na strukturę i własności kolagenu

The Actual View on the Structure and Properties of Collagen

The actual v iew s on the structure and properties of collagen are presented.

I. Występowanie i otrzymywanie kolagenu

Kolagen jest białkiem  w łókienkow ym  (zdjęcie 1) tkanki łącznej (2) 
kręgowców i bezkręgowców, u k tórych stanowi około 30% w szystkich 
białek. W ystępuje on w postaci długich, najczęściej nierozgałęzionych 
włókien o średnicy około m ikrona w skórze, chrząstkach, ścięgnach, 
kościach, ścianach naczyń i w  błonach pęcherza pławnego ryb.

W łókna kolagenowe stanow ią 80% wszystkich składników skóry (172). 
Pod m ikroskopem  w yglądają one jak  przypadkowo splecione wiązki, jed ­
nak przy oglądaniu w iększych obszarów skóry w yłania się określony 
porządek. W ścięgnach w łókna kolagenowe w ystępują w postaci długich, 
równoległych wiązek, które w arunkują  dużą sprężystość i w ytrzym ałość 
m echaniczną ścięgien. W chrząstkach włókna kolagenowe są zazwyczaj 
bardzo cienkie, ułożone przypadkow o i osadzone w dużej masie substancji 
międzykomórkowej. W łókna kolagenowe w rogówce oka ułożone są w ten 
sposób, że ich w spółczynnik załam ania św iatła jest identyczny ze w spół­
czynnikiem  substancji, w której są osadzone (60), co w arunkuje  przezro­
czystość rogówki. Podobny typ  uporządkow ania włókien kolagenow ych 
w ystępuje w przezroczystej skórze rozw ijających się zarodków płazów.

Świeżo zsyntetyzow any przez fibroblasty kolagen, znajdu jący  się 
w przestrzeniach m iędzykom órkowych rozpuszcza się w rozcieńczonych 
roztworach kwasów (36, 42, 112, 120, 161, 162), buforach cytrynianow ych
o pH  3,5—4,0 (69, 120, 152), chłodnych roztw orach obojętnych soli (37, 53, 
57, 81, 8 6 ) oraz łagodnych roztw orach alkalii (69). Kolageny otrzym ane 
w ten sposób z różnych tkanek  określa się wspólnym  term inem  „kolagen

* Mgr, asystent Zakładu B iochem ii A kadem ii M edycznej w  W arszawie.
** Mgr, st. asystent Zakładu Biochem ii Instytutu  R eum atologicznego w  W ar­

szaw ie.
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rozpuszczalny” , ponieważ ich roztw ory zaw ierają m akrocząsteczki tropo- 
kolagenu (TC) o tym  sam ym  kształcie, konfiguracji łańcuchów i m ają 
podobne cechy fizykochem iczne (54, 83, 105, 106, 122). Kolagen dojrzały 
znajdujący się w tkankach w postaci włókien jest białkiem  nierozpusz­
czalnym. Można go przeprowadzić w kolagen rozpuszczalny traw iąc 
tkanki am ylazą w pH  5,4 (115).

II. Własności kolagenu

Kolagen w yróżnia się spośród innych białek trzem a charakterystycz­
nym i cechami:

1 . tw orzy włókna, które w mikroskopie elektronow ym  w ykazują po­
przeczne prążkow anie pow tarzające się w odstępach co 640 A

2 . ma specyficzną stru k tu rę  II-rzędową, k tórej odzwierciedleniem  jest 
okres identyczności 2,86 A ustalony na podstawie in terferencji pro­
m ieni X

3. ma charakterystyczny skład aminokwasowy: zaw iera głównie kw a­
sy pirolidynow e (około 25a/o*) i glicynę (około 30'°/o) a ponadto rzadko 
w ystępując w białkach zwierzęcych hydroksylizynę.

W łókna kolagenu m ają charakterystyczną właściwość kurczenia się 
do około 1/4 początkowej długości po ogrzaniu powyżej tak  zwanej tem ­
pera tu ry  kurczenia Ts (29, 41, 43), która zależy od rodzaju kolagenu. 
Stwierdzono, że istn ieje  ścisła zależność m iędzy Ts i zaw artością kwasów 
pirolidynow ych w kolagenie (15, 62, 63, 131). W łókna kolagenowe m ają 
również zdolność pęcznienia w roztw orach wodnych (167).

Kolagen natyw ny jest oporny na działanie niesw oistych enzymów 
proteolitycznych (32, 55, 80, 91, 92, 93, 117). Ulega on łatwo denaturacji 
cieplnej przechodząc w żelatynę i w tej postaci jest w rażliw y na dzia­
łanie większości niespecyficznych proteaz. Ponieważ denatu racja  nie po­
w oduje zmian w składzie aminokwasowym  prawdopodobnie zatem  inna 
właściwość kolagenu, a nie specyficzna sekwencja reszt aminokwasowych 
w arunkuje  jego oporność. Być może decydują o tym  w iązania krzyżowe, 
heliksowa superstruk tu ra  lub też charakterystyczna konfiguracja prze­
strzenna ( 1 0 1 ).

Roztwory kolagenu w ykazują dużą ujem ną skręcalność optyczną: przy 
długości fali 365 nm  właściwa skręcalność optyczna wynosi —1330° (24). 
W ysoka jest również graniczna liczba lepkości tych roztworów, która 
waha się od 14 do 16 (24, 36, 96, 116, 169).

Kolagen rozpuszczony w chłodnych, obojętnych roztw orach soli ulega, 
po ogrzaniu do tem pera tu ry  ciała (37°C), spontanicznej polim eryzacji 
(zjawisko cieplnej precypitacji) do włókienek o średnicy rzędu od kilku­
set do kilku tysięcy A i typow ym  okresie periodyczności 640 A. (4, 18, 
28, 58, 174). Te rekonstytuow ane term icznie włókienka przechodzą po-

http://rcin.org.pl



STRUKTURA I WŁASNOŚCI KOLAGENU 8 7

nownie do roztw oru po ochłodzeniu, jeżeli czas inkubacji nie przekraczał 
kilku m inut. W m iarę przedłużania inkubacji coraz m niej włókienek 
przechodzi do roztw oru po oziębieniu, a po 24 godzinach w 37°C ponad 
80°/oi w łókienek pozostaje nierozpuszczone. Można to tłum aczyć zwiększa­
niem  się w czasie inkubacji liczby w tórnych wiązań krzyżowych (39).

Schem at 1. Różne typy agregacji trapokolagenu in v i tro  (według 153)

Prawdopodobnie ruchy Brow na um ożliw iają stosunkowo sztyw nym  
i s truk tu ra ln ie  specyficznym  cząsteczkom kolagenu dopasowanie się 
w bardziej stabilne połączenia. W ysoki stopień oczyszczenia badanych 
preparatów  kolagenu w yklucza możliwość udziału w tym  procesie enzy­
mów lub innych substancji.

W łókienka kolagenowe natyw nego typu  (zdjęcie 2a) o charak tery­
stycznej periodyczności 640 A można otrzym ać z roztworów tego białka 
doprowadzając ich pH do 7, ogrzewając je do 37°C, lub dodając chlorku 
sodu do stężenia 1%> (70).

Rozpuszczalny kolagen może precypitow ać z roztw oru także w innych 
form ach jak  to wykazał S c h m i t t  (153) (schemat 1). Z roztw oru 
kolagenu w kwasie octowym  po dodaniu NaCl do stężenia końcowego 
2’°/o* w ypadają w łókienka o nienorm alnej periodyczności 210 A, a przy 
5°/o stężeniu końcowym NaCl — w łókienka nie m ające periodyczności. 
Długie, niespolaryzowane form y tak  zwane FLS (ang. fibrous long 
spacing) w ypadają z roztw oru kolagenu po dodaniu m ałych ilości kw aś­
nego glikoproteidu (zdjęcie 2b). W form ach tych  m akrocząsteczki TC
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połączone są „koniec do końca” i zagregowane „bok do boku” w ten 
sposób, że leżą jedna pod drugą. Ten typ  uporządkow ania w arunkuje  
okres identyczności około 2600 A. Dodanie ATP do kw aśnych roztworów 
kolagenu powoduje jego precypitację w postaci długich spolaryzow anych 
segm entów tak  zwanych SLS (ang. segment long spacing), w których 
w szystkie m akrocząsteczki TC są zagregowane „bok do boku” i ułożone 
jedna pod drugą (zdjęcie 2c). Długość form  SLS odpowiadająca m akro­
cząsteczce TC wynosi około 2600A, jest więc około cztery razy większa 
od okresu identyczności 640 A obserwowanego w natyw nym  typie 
w łókien kolagenu. N atyw ny typ  włókna pow staje zatem  przez podłużne, 
jednokierunkow e przem ieszczenie się sąsiednich protofibry l (liniowych 
polim erów m akrocząsteczek TC) o 1/4 długości m akrocząsteczki tropo- 
kolagenu.

III. Budowa makrocząsteczki tropokolagenu

1. Skład aminokwasowy

Skład am inokwasowy kolagenów wielu gatunków  kręgowców nie 
różni się w sposób isto tny (25, 26, 95, 114, 131, 164) (tablica 1). Białko to 
zaw iera 33!% (± 5% ) glicyny, około 25% kwasów pirolidynow ych, pro- 
liny  i hydroksyproliny (60). Am inokwasy arom atyczne i zaw ierające 
siarkę w ystępują w stężeniu m niejszym  niż 1'% (64, 70) przy czym nie 
stw ierdzono obecności tryp tofanu  i cysteiny (152). W kolagenie w ystępuje 
około 1% hydroksylizyny (69). Je j obecność uw ażana jest za bardziej 
charakterystyczną cechę kolagenu niż występowanie hydroksyproliny, 
k tó ra  znajduje się w dużych ilościach także w specyficznych białkach 
roślinnych (64).

Kolagen bezkręgowców (108, 130, 158, 170, 171, 173) zaw iera około 
30^/» glicyny podobnie jak u kręgowców, natom iast zaw artość proliny 
w aha się w granicach 13 do 280 reszt, a hydroksyproliny od 24 do 165 
reszt na 1 0 0 0  reszt aminokwasowych.

C h a n d r a r a j a n  i B o s e  (19) badając kolagen rozpuszczalny 
w solach obojętnych, cytrynianach i kwasach stw ierdzili, że w m akro­
cząsteczce TC C-końcowymi am inokwasami są: glicyna, a lanina i leu- 
cyna, a N-końcowym i — kwas asparaginow y i glicyna.

W celu ustalenia sekw encji aminokwasów w kolagenie traw iono go 
za pomocą specyficznych bak tery jnych  kolagenaz w pH  6,4— 7,5 (34, 
39, 101). Kolagenaza odszczepia z kolagenu różniące się wielkością 
peptydy, w których N-końcowym am inokwasem  jest głównie glicyna 
(48, 72, 73, 109), a C-końcowymi — hydroksyprolina i a lanina (72, 87, 
100, 109). Z analizy tych peptydów  wynika, że m akrocząsteczka tropo­
kolagenu nie ma jednakow ej budowy na całej swojej długości. Składa 
się ona z dwóch, w yraźnie różnych, pow tarzających się obszarów: polar-
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Rys. 1. Zdjęcie natywnych włókien kolagenu uzyskane w mikroskopie elektro­
nowym (według 60)

Rys. 2. Zdjęcia natywnych włókien kolagenu (a), form FLS (b) i form SLS (c) 
uzyskane w  mikroskopie elektronowym (według 60)
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Rys. 3. Zdjęcie makrocząsteczek kolagenu uzyskane w mikroskopie elektronowym
(według 74)
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nych (amorficznych) i n iepolarnych (krystalicznych) (3, 35, 64). Te osta t­
nie stanow ią 50—60%  m akrocząsteczek (34, 109). Badania preparatów  
kolagenu barw ionych kwasem  fosforowalfram owym  lub solami uranu  
wykazały, że obszarom polarnym  odpowiadają na obrazie z m ikro­
skopu elektronowego pasma, a niepolarnym  obszary międzypasm owe 
w ystępujące naprzem ian wzdłuż całej m akrocząsteczki TC (75, 118). Nie- 
polarne obszary zaw ierają pow tarzającą się sekwencję aminokwasów: 
G li-Pro-x-G li, gdzie x  jest zwykle alaniną lub hydroksyproliną (34, 64). 
Kolagenaza rozszczepia wiązanie peptydow e między x-G li i dlatego po­
w stają z tych obszarów peptydy: G li-Pro-ProO H  i Gli-Pro-Ala. Polarne 
obszary praw dopodobnie nie m ają takiej sekwencji aminokwasów, gdyż 
po enzym atycznym  traw ien iu  kolagenu otrzym uje się również większe 
peptydy, zaw ierające przeciętnie około 11 do 15 reszt am inokwasowych. 
Na podstaw ie tych badań ustalono następującą sekwencję aminokwasów 
w m akrocząsteczce TC:

-(G li-Pro-x)n — polarny region -(G li-Pro-x)n — polarny region 
gdzie n =  5 — 7.

2. Składniki cukrowe

W skład m akrocząsteczki TC wchodzą również cukrowce, k tórych 
zawartość zależy od rodzaju kolagenu (6 , 16, 45, 47, 77, 90). G r o s s  
i wsp. (56) wykazali, że w kolagenach kręgowców w ystępuje głównie 
glukoza i galaktoza w ilościach od 0 , 6  do 2 %  oraz śladowe ilości innych 
heksoz, pentoz i heksozoamin. W yjątek  stanowi w itrozyna (kolagen 
płynu ocznego), zaw ierająca 10°/o heksoz i 4°/o heksozoamin: glukozo- 
am iny i galaktozoam iny. B l u m e n f e l d  i wsp. (6 ) stw ierdzili, że 
ichtiokol zaw iera 1,4 (±0,1) reszt glukozy i 2,1 (±0,2) reszt galaktozy na 
1000 reszt aminokwasowych, co odpowiada 5 resztom  glukozy i 7 resztom  
galaktozy na m akrocząsteczkę TC o ciężarze cząsteczkowym  320 000.

Kolagen bezkręgowców zaw iera od 5 do 15% cukrowców. Oprócz glu­
kozy i galaktozy znaleziono w nim  duże ilości glukozam iny, galaktoza- 
m iny, mannozy, fukozy kwasów uronow ych i arabinozy (56, 59).

Sposób w jak i cukrowce łączą się z łańcucham i polipeptydow ym i 
w m akrocząsteczce TC nie jest dostatecznie w yjaśniony. G r a s s m a n  
i wsp. (46) oraz B l u m e n f e l d  i wsp. (6 ) przypuszczają, że heksozy 
połączone są z białkiem  wiązaniem  O-glikozydowym. W edług G a 1 - 
1 o p a (39) Jaeksozy mogą się łączyć z łańcucham i polipeptydow ym i 
także wiązaniam i estrowym i. B u t l e r  i wsp. (16, 17) w ykazali, że 
heksozy w ystępują głównie w zasadowych obszarach m akrocząsteczki 
TC i łączą się z poszczególnymi łańcucham i polipeptydow ym i w iązaniam i 
O-glikozydowymi poprzez grupy hydroksylowe hydroksylizyn. A utorzy 
ci proponują następującą sekwencję tych zasadowych obszarów: -G li- 
-M et-LizOH-(glukoza +  galaktoza)-G li-His-Arg-.
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3. Makrocząsteczka tropokolagenu

M akrocząsteczka TC ma postać długiego, sztywnego pręta  o w ym ia­
rach około 2900 A x 15 A (zdjęcie 3), a jej ciężar cząsteczkowy wynosi 
około 350 000. W artości te ustalone dla m onomeru ichtiokolu (kolagen 
otrzym any z błon pęcherzy pław nych ryb) przez B o e d t k e r a  i D o t y  
(9), potw ierdzili H a l l  i D o t y  (67, 6 8 ) na podstawie badań w m ikro­
skopie elektronow ym . Podaw ane dla różnych preparatów  wartości ciężaru 
cząsteczkowego w ahają się zależnie od sposobu badania i m etod otrzym y­
w ania kolagenu. Na przykład dla kolagenu skóry cielęcej R i c e  i wsp. 
(143) podali ciężar cząsteczkowy 250 000 do 310 000, a D a v i s o n  
i D r a k e  (23) — 260 000 (±  10 000).

Model m akrocząsteczki kolagenu opracowali R a m a c h a n d r a n  
i K a r  t h (141), a następnie zmodyfikowali R i c h  i C r i c k  (144, 
145).

M akrocząsteczka ta  składa się z trzech łańcuchów polipeptydowych 
(52), z których każdy jest lew oskrętnym  a-heliksem  o konfiguracji poli- 
-L-proliny II lub poli-L-glicyny II (21, 22). Ich lewoskrętność uw arunko­
w ana jest wysoką zaw artością kwasów pirolidynow ych (60). Te trzy 
polipeptydowe łańcuchy zw ijają się wokół wspólnej osi w ytw arzając 
spiralę praw oskrętną. Łańcuchy polipeptydow e połączone są wiązaniami 
wodorowymi utworzonym i przez reszty  glicyny (5). P rzy  ogrzewaniu 
roztw oru kolagenu powyżej tem pera tu ry  denaturacji (tzn. powyżej 40°C),

T a b l i c a  2

Skład am inokw asow y p oszczególnych  łańcuchów  w  m akrocząsteczce T C  (w g 134)

A m inokw as
kolagen a l oc2 a3

ilo ść  reszt/1000  reszt am inokw asow ych

H ydroksyprolina 54 56 60 61
K w as asparaginowy 51 50 56 51
T reon in a 2 3 ,2 21,4 25,9 23,2
Seryna 66 68 68 70
K w as glutam inow y 75 77 63 80
Prolina 98 99 97 95
G licyna 347 345 340 352
A lanina 111 125 109 101
W alina 19,8 14,6 21,1 20,8
M etion ina 16,7 14,2 16,9 15,7 .
Izoleucyna 11 ,0 10,3 10,8 9,1
L eucyna 2 0 ,6 17,9 24,2 17,3
T yrozyn a 3 ,6 1,0 6,4 2,5
Fenyloalanina 11,5 13,6 7,9 11,5
H y droksylizyna 6 ,6 5,0 8,3 4,8
L izyna 2 6 ,2 29,0 20,3 28,7
H istyd yn a 7 ,7 4 ,6 11,6 6,5
A rgin ina 52 50 54 50
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a także po dodaniu dużych ilości mocznika lub guanidyny s tru k tu ra  
spiralna zostaje zniszczona, a poszczególne łańcuchy polipeptydow e od­
dzielają się od siebie (154).

Analiza chrom atograficzna w ykazała, że jeden z łańcuchów różni się 
w yraźnie składem  aminokwasowym  od dwóch pozostałych (10, 11, 96, 97, 
132, 133). Łańcuchy te oznaczono symbolami a l  i a2 i przyjęto, że m akro­
cząsteczka TC zawiera dwa łańcuchy a l  i jeden łańcuch a2. W 1964 roku 
P i e z  (134) badając kolagen skóry dorsza stw ierdził jednak, że wszystkie 
trzy  łańcuchy polipeptydow e różnią się między sobą składem  am inokw a­
sowym i oznaczył je: a l, a2 i a3 (tablica 2). Największe różnice stw ierdził 
w zawartości następujących aminokwasów: lizyny, alaniny, tyrozyny, 
hydroksylizyny i histydyny. H ydroksyprolina w ystępująca we wszystkich 
trzech łańcuchach została zidentyfikow ana jako 4-hydroksyprolina (135). 
Piez w ysunął hipotezę — że również w kolagenach innych gatunków  
zw ierząt w ystępują trzy  różne łańcuchy polipeptydowe, co potw ierdzili 
B o r s t e i n  i wsp. (12) oraz H e i d r i c h  i wsp. (71), którzy badali 
kolagen skór szczura i cielaka.

Obecnie przyjm uje się, że poszczególne łańcuchy składają się około 
1000 reszt aminokwasowych i m ają ciężar około 95 000 (71, 135).

4. Podjednostkowe modele makrocząsteczki TC

Polipeptydowe łańcuchy wchodzące w skład m akrocząsteczki TC 
według G a 11 o p a (39) zbudowane są z podjednostek połączonych w ią­
zaniam i kowalencyjnym i. Pod działaniem  hydrazyny lub hydroksylam iny 
w odpowiednio łagodnych w arunkach (roztwór IM, pH 10, tem pera tu ra  
40°C) następuje fragm entacja łańcuchów polipeptydow ych do podjed­
nostek o ciężarze około 30 000 (5, 7, 8 ). Z ilości otrzym anych hydrazydów  
obliczono, że w jednym  łańcuchu polipeptydowym  zostaje rozerw anych 
6  w iązań estrowych, to znaczy 18 na całą m akrocząsteczkę TC. W edług 
modelu Gallopa (schem at 2) każdy łańcuch a w m akrocząsteczce TC 
składa się z czterech podjednostek o ciężarze około 30 000, połączonych 
ze sobą param i w iązań typu estrowego. W w iązaniach tych biorą udział 
a i p karboksylowe grupy kwasu asparaginowego znajdujące się blisko 
C-końca każdej podjednostki łańcucha polipeptydowego. Dwa sąsiednie 
wiązania estrowe oddzielone są od siebie najw yżej przez siedem  reszt 
aminokwasowych. O pierając się na danych F r a n z b l a u  i wsp. (33), 
że stosunek estrów do heksoz wynosi 2  : 1 , a tyrozyny do heksoz 1  : 1  

G a 11 o p (39) podał następujący sposób powstawania wiązania krzyżo­
wego: grupa a karboksylow a jednej i grupa P karboksylow a drugiej 
reszty kwasu asparaginowego wiążą się z grupam i hydroksylow ym i 
heksozy tworząc parę wiązań estrowych, a heksoza łączy się wiązaniem  
O-glikozydowym z tyrozyną sąsiedniej podjednostki; reakcje transestry - 
fikacji prowadzą następnie do powstawania wiązań w ew nątrzcząstecz- 
kowych i m iędzycząsteczkowych.

http://rcin.org.pl



[9] ST R U K T U R A  I W Ł A SN O ŚC I K O L A G E N U 93

Schemat 2. Model podjednostki tropokolagenu (według 39)
X — zw yk le alanina lub hydroksyprolina; Y — n ieznany w ęglow odan

Udział heksoz w pow staw aniu w iązań krzyżowych nie jest jednak 
dostatecznie w yjaśniony. W edług B l u m e n f  e l d a  i wsp. (6 ) grupy 
hydroksylowe glukozy przy węglu 2 , 3 , 4  i galaktozy przy węglu 2, 3, 4 
i 6  są wolne, ponieważ da ją  się utlenić kwasem  nadjodow ym , zatem  
heksozy prawdopodobnie nie biorą udziału w pow staw aniu kow alencyj­
nych wiązań krzyżowych.

Na podstaw ie badań w mikroskopie elektronow ym  agregatów kola­
genu typu SLS barw ionych kwasem  fosforowolfram owym  P e t r u s k a  
i H o d g e (129) zaproponow ali inny podjednostkowy model tropokola­
genu. Stw ierdzili oni w ystępow anie dwóch różnych podjednostek i 52 

w łańcuchach polipeptydow ych. W skład wchodzi 210 + 7 reszt amino- 
kwasowych, a w skład 52 — 150±5. P e t r u s k a  i H o d g e  sądzą, że 
łańcuch polipeptydow y a l  zbudow any jest z 5 podjednostek 5^ a łańcuch 
a2 z 7 podjednostek 52. K ażdy łańcuch polipeptydow y zaw ierałby zatem  
około 1050 ±35 reszt aminokwasowych.

G a 11 o p (40) uw zględniając w yniki badań P i e z a (134) zapropo­
nował jeszcze jeden podjednostkow y model tropokolagenu. W tym  
modelu każdy łańcuch polipeptydow y składa się z 6  podjednostek o cię­
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żarze około 17 000, przy czym w ystępują trzy  typy  podjednostek: A, B i C 
różniące się składem  aminokwasowym . Poszczególne łańcuchy polipepty- 
dowe m ają w edług tego modelu następującą budowę:

a l =  3A +2B  +  C 

a2 =  3C +  2 A + B  

a3 =  3B +  2C +  A

Za taką budową podjednostek TC przem aw ia w ystępowanie 6 N-końco- 
wych reszt w każdym  łańcuchu m akrocząsteczki TC (78, 79).

IV. Komponenty kolagenu

Podczas ultraw irow ania zdenaturow anych roztworów rozpuszczalnego 
kolagenu stw ierdzono obecność dwóch kom ponent a i P, z których kompo­
nenta  P ma dwa razy większy ciężar cząsteczkowy od a. P i e z  i wsp. 
(132) i O r e k h o w i c z  i wsp. (124) stw ierdzili, że kolagen ekstraho­
w any chłodnym i roztw oram i obojętnych soli zawiera głównie kompo­
nentę a, natom iast kwaśne ekstrak ty  kolagenu zaw ierają większe ilości 
kom ponenty (5 (121). W 1961 roku P i e z  i wsp. (132) na podstaw ie ana­
lizy chrom atograficznej zdenaturow anego kolagenu na CM-celulozie w y­
kazali obecność dwóch kom ponent a o jednakow ym  ciężarze (ax i a2) róż­
niących się składem  am inokwasowym  oraz dwóch kom ponent |3 (Px i (32). 
Kom ponenty fi są dim eram i składającym i się z dwóch łańcuchów poli­
peptydow ych połączonych wiązaniam i kow alencyjnym i (49, 132): kom­
ponenta składa się z łańcuchów a l  i a 2 , a kom ponenta P2 z dwóch łań­
cuchów a l. Równocześnie znaleziono jeszcze jedną frakcję  w kolagenie 
rozpuszczalnym, nazwano ją kom ponentą Y (1, 55, 142, 166). Stanowi 
ona około 10% rozpuszczalnej frakcji kolagenu i jest trim erem , w którym  
trzy  łańcuchy polipeptydow e a połączone są w iązaniam i krzyżowymi. 
Uwzględniając ostatnie doniesienia o w ystępow aniu trzech różnych łań­
cuchów a (al, a2, a3) w makrocząsteczce TC (71, 134, 135) p rzy jm uje się 
obecnie nową nom enklaturę kom ponent (24):

a x, a2, a3 dla kom ponent a — które odpowiadają łańcuchom  a l,  a2, a3 
P1 2 . Pi3 . P23 dla kom ponent (3 
y123 dla kom ponenty y
Pow stają one przez w ytw orzenie wew nątrzcząsteczkow ych wiązań 

krzyżowych.
Istn ieją  jeszcze kom ponenty innego typu, pow stające przez wytwo­

rzenie m iędzycząsteczkowych wiązań krzyżowych na przykład:

Pll> f 23> T 131» Y 2 > 3 1> >

W kom ponentach tych łańcuchy pochodzące z różnych makrocząsteczek 
TC oznaczono przecinkam i ’ i ” .
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W świeżo zsyntetyzow anych m akrocząsteczkach TC łańcuchy poli- 
peptydowe nie są połączone m iędzy sobą wiązaniam i krzyżowymi. W po­
czątkowym  stadium  dojrzew ania kolagenu pow staje niew ielka ilość 
wew nątrzcząsteczkow ych wiązań krzyżowych. Dalszy proces dojrzew ania 
kolagenu jest uw arunkow any pow staw aniem  m iędzy cząsteczkowych 
wiązań krzyżow ych (168). C harakter wiązań krzyżow ych łączących po­
szczególne łańcuchy polipeptydow e nie jest dostatecznie wyjaśniony. 
G a 11 o p i wsp. (38, 39) postulują, że są one typu estrowego i bierze 
w nich udział nie zidentyfikow ana kom ponenta aldehydowa. Sposób 
połączenia te j kom ponenty z łańcuchem  polipeptydow ym  jest nieznany. 
Daje ona reakcje  charakterystyczne dla nienasyconych aldehydów i w y­
stępuje w ilości 1 do 2 równoważników na m akrocząsteczkę TC (146). 
Badania w mikroskopie elektronow ym  w ykazały, że aldehydy zgrupo­
wane są przy końcu m akrocząsteczki TC (147). K om ponenta aldehydow a 
prawdopodobnie nie łączy się wiązaniem  estrow ym  z kwasem  glutam i­
nowym i asparaginow ym , ani wiązaniem  glukozydowym  z seryną, ani 
też nie jest połączona z treoniną, lizyną, hydroksylizyną, proliną, hydro- 
ksyproliną, argininą, h istydyną i tyrozyną (148).

M e c h a n i c  i L e v y  (107) postulują, że w wiązaniu krzyżowym 
bierze udział e am inowa grupa lizyny i y karboksylow a grupa kwasu 
glutaminowego. W edług B o r n s t e i n a  i wsp. (13, 14) są to reszty 
lizyny, znajdujące się blisko N-końców a łańcuchów polipeptydowych 
e-aminowe grupy lizyn są utleniane na drodze oksydatyw nej dezami- 
nacji do grup  aldehydow ych. W ewnątrzcząsteczkowe wiązanie krzyżowe 
powstaje w w yniku kondensacji aldolowej aldehydów znajdujących się 
w dwóch sąsiednich łańcuchach. Związkiem pośrednim  w tej reakcji jest 
prawdopodobnie 8 -sem ialdehyd kwasu a-am inoadypinowego. M echanizm 
pow staw ania w iązania międzycząsteczkowego jest przypuszczalnie inny: 
udział w nim  biorą e-aminowa grupa lizyny jednej m akrocząsteczki TC 
i grupa aldehydow a drugiej makrocząsteczki.

W ażnych danych o struk turze  kolagenu dostarczają badania nad 
wpływem  niespecyficznych enzymów proteolitycznych na to białko. 
W 1960 roku H o d g e (76) wykazał, że pepsyna i trypsyna odszczepiają 
z końców łańcuchów polipeptydow ych m akrocząsteczki TC krótkie łań­
cuchy peptydowe, które to peptydy, jak  przypuszczał, mogą odgrywać 
ważną rolę w procesach polim eryzacji kolagenu. Zagadnieniem  budowy 
i funkcji tych peptydów  nazw anych telopeptydam i (151) zajmowało się 
wielu badaczy (24, 44, 6 6 , 119, 151, 152, 155, 156, 163). Ciężar cząstecz­
kowy telopeptydów  wynosi około 15 000. Ich skład aminokwasowy różni 
się w yraźnie od składu m akrocząsteczki TC (tablicą 3). Telopeptydy nie 
zaw ierają cukrów, charak teryzu je  je wysoka zawartość tyrozyny, sięga­
jąca 30—50i°/o zaw artości tego am inokwasu w kolagenie natyw nym , 
a w peptydach odszczepianych przez pepsynę nie ma hydroksyproliny.

Badania D r a k ę  i wsp. (24) nad wpływ em  enzymów proteolitycz-
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T  a b 1 i c a '3

Skład am inokw asow y telopeptydów  od szczep ionych  przez różne en zym y (w g 24)

Am inoksw asy
Pronaza Elastaza

C hym otryp­
syna

T rypsyna Pepsyna

ilość  reszt am inokw asow ych/m ol kolagenu

H ydroksy-
p rolina 6 2 1 2 0

K w as aspara­
g in ow y 10 3 5 3 2

T reon in a 3 0 1 0 0

Seryna 8 1 5 2 1

K w as g lu ta ­
m inow y 10 4 7 4 4

Prolina 17 3 4 4 2

G licyna 30 6 9 11 4

A lanina 9 2 3 3 1

W alina 3 0 1 1 0
M etion ina 1 0 0 0 0

Izoleucyna 3 0 1 0 0

L eucyna 6 4 4 2 3

T yrozyna 7 3 3 3 4

F enyloalanina 5 2 3 1 3

H ydroksy li­
zyna 1 0 0 0 0

L izyna 2 0 1 1 0

H istydyna 1 1 1 1 1

A rginina 6 1 1 2 1

nych o różnej specyficzności dostarczyły w ielu danych w yjaśniających 
rolę i budowę telopeptydów . Trypsyna, pepsyna', chym otrypsyna i ela- 
staza uw alniają z kolagenu 1 —3% m ateria łu  peptydowego i działanie 
tych  enzymów zakończone jest po upływie 24 godzin. N atom iast pronaza 
w ciągu 24 godzin uw alnia około 5'% m ateriału  peptydowego, a później 
dalsze ilości peptydów. Prawdopodobnie pronaza w pierwszym  etapie 
(24 godz.) odszczepia telopeptydy, a następnie traw i główny heliks 
m akrocząsteczki TC. P eptydy odszczepiane przez pronazę są m niejsze 
od peptydów  odszczepianych przez pepsynę. Pronaza odryw a od m akro­
cząsteczki TC 15 peptydów, z k tórych sześć ma charakter kwaśny, sześć — 
zasadowy, a trzy  — obojętny. (150). Kwaśne peptydy nie zaw ierają 
am inokwasów zasadowych, natom iast w zasadowych peptydach stw ier­
dzono am inokwasy kwaśne. In teresu jącą cechą jest pow tarzająca się 
sekw encja w peptydach zasadowych typu Gli-Liz-Gli i G li-Arg-Gli oraz 
w  peptydach kw aśnych typu Gli-Glu-Gli. Oddzielenie telopeptydów  nie 
w pływ a na obraz s tru k tu ry  m akrocząsteczki TC w m ikroskopie e lektro­
nowym  ani na tworzenie charakterystycznych form  SLS (24, 151). Fakt, 
że enzym y z w yjątkiem  pronazy nie traw ią głównego heliksu m akro-
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cząsteczki TC sugeruje, że telopeptydy znajdu ją  się na końcach łańcu­
chów lub stanow ią ich boczne odgałęzienia leżące na zew nątrz tró j-  
heliksowej s truk tu ry .

Do tego wniosku doszedł także R u b i n  (151) badając w pływ  pepsyny 
na oczyszczony kolagen skóry cielęcej. Ilość N-końcowych grup w m akro­
cząsteczce TC w ykazuje, że istn ieje  przynajm niej 15 miejsc, w  których 
mogą być przyczepione telopeptydy (150). Obecnie p rzy jm uje się, że 
m akrocząsteczka TC ma w ygląd prętu  z bocznymi odgałęzieniam i (ang. 
hairy rod).

Po działaniu enzymów proteolitycznych: pepsyny, elastazy, chymo- 
trypsyny  i pronazy na kolagen otrzym uje się w yraźną zmianę w stosunku 
kom ponent a  : P : y, natom iast w przypadku działania trypsyny  nie stw ier­
dzono w yraźnych zmian (24, 151, 152). Dane te sugerują, że telopeptydy 
biorą udział w tw orzeniu w iązań krzyżowych łączących dwa sąsiednie 
łańcuchy pochodzące z tej sam ej lub sąsiedniej cząsteczki. Pepsyna 
prawdopodobnie odszczepia łańcuchy telopeptydów  z równoczesnym  
rozerw aniem  w iązania krzyżowego, natom iast trypsyna odszczepia tylko 
te telopeptydy, które nie biorą udziału w tw orzeniu wiązania krzyżowego. 
Prawdopodobny sposób przyczepienia telopeptydów  do m akrocząsteczki 
TC przedstaw ia schem at 3.

Schemat 3. Możliwości umiejscowienia telopeptydów i wiązań krzyżowych w  tro-
pokolagenie (według 24) 

gruba strzałka — proteoliza pow odująca rozerw anie w iązania krzyżow ego, cienka strzałka — 
proteoliza n ie pow odująca rozerw ania w iązania krzyżow ego. X — w iązanie krzyżow e, A — ła ń ­

cuch a, B — telopeptyd

Telopeptydy stanow iące najbardziej zew nętrzną a więc najła tw ie j 
dostępną część s tru k tu ry  m akrocząsteczki TC mogą odgrywać ważną rolę 
w agregacji i w arunkow ać własności fizjologiczne kolagenu (150).
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V. M etabolizm kolagenu

M onom eryczna jednostka kolagenu rozpuszczalnego (tropokolagenu 
TC) syntetyzow ana jest w fibroblastach na m ikrosom ach według sche­
m atu  ogólnie przyjętego dla biosyntezy innych białek (99, 125, 128, 138). 
G r e e n  i L o w t e r  (99) w yodrębnili z m ikrosom alnej frakcji białko 
w wysokim  stopniu znakowane 1 4 C-proliną, zdolne do tw orzenia in vitro 
poprzecznie prążkow anych fibryl i stw ierdzili, że jest ono świeżo zsyn- 
tetyzow anym  kolagenem. Badacze ci nie w ykazali pozakomórkowej syn­
tezy  kolagenu.

K r e t s i n g e r  i wsp. (89) doszli do wniosku, że synteza kolagenu 
jest związana z polisomami. Natom iast K o n n o  i T e t s u k a  (8 8 ) na 
podstaw ie badań przeprowadzonych in vitro  na m ateriale  z ziarniniaka 
stw ierdzili, że tw oram i bardziej aktyw nym i są cięższe cząstki zaw arte we 
frakcji 85S, które pojaw iają się w fibroblastach (159) podczas in tensyw nej 
biosyntezy kolagenu. W edług K a j i k a w a i wsp. (85) cząstki te są 
identyczne z ergastoplazmą.

W biosyntezie kolagenu bierze udział 18 aminokwasów. Egzogenna 
hydroksyprolina nie bierze udziału w biosyntezie kolagenu (50, 8 8 , 160), 
lub jej udział jest m inim alny (111). H ydroksyprolina i hydroksylizyna 
pow stają drogą hydroksylacji proliny i lizyny (157), dotychczas nie w ia­
domo jednak, na k tórym  etapie biosyntezy kolagenu ma m iejsce ta 
hydroksy  lacja.

Jedna  grupa badaczy (20, 102) uważa, że hydroksy lacja proliny za­
chodzi na poziomie kom pleksu sRNA-prolina i pow stająca w form ie 
ak tyw nej hydroksyprolina włączona jest w odpowiednią sekw encję łań ­
cuchów polipeptydowych. M ałą ilość kom pleksu sRN A -hydroksyprolina 
w yodrębniono z tkanek embrionów kurzych.

W edług innych badaczy (84, 103, 126, 127, 139, 140, 165) prolina ulega 
hydroksylacji dopiero po wbudow aniu w łańcuch polipeptydow y zwią­
zany z mikrosomami. W procesie tym  bierze praw dopodobnie udział 
specyficzny enzym  hydroksylaza, nieenzym atyczny czynnik w ystępu­
jący  w rozpuszczalnej frakcji białkowej, k tórym  może być związany 
z białkiem  m etal (na przykład żelazo), oraz donator wodoru (kwas askor­
binow y lub 2-am ino-4-hydroksydw um etylopterydyna). H ydroksylacja 
proliny przebiega tylko w w arunkach tlenowych, a pobierany tlen  po­
chodzi wprost z tlenu cząsteczkowego (27, 30, 37, 94, 137). Proces hydro­
ksylacji lizyny i proliny rozpoczyna się w tedy, gdy te dw a am inokwasy 
włączone są w określoną sekw encję łańcucha peptydowego m ającego 
odpow iednią wielkość (165). Na dalszych etapach hydroksylacja proliny 
i lizyny przebiega równocześnie z syntezą łańcucha polipeptydowego.

Sposób w jaki m akrocząsteczki tropokolagenu w ydostają się z komórki 
do przestrzeni m iędzykom órkowej jest dotychczas niew yjaśniony. P o r ­
t e r  i P a p p a s  (136) przypuszczają, że zsyntetyzow ane w ew nątrz fibro-
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blastów m akrocząsteczki tropokolagenu ulegają liniowej polim eryzacji do 
protofibryli, k tóre są w yrzucane do przestrzeni m iędzykomórkowych. 
Procesom  tym  tow arzyszy rozerw anie błony kom órkowej, co w ykazano 
na podstawie badań w mikroskopie elektronow ym . G r o s s  (61) na to ­
m iast uważa, że do przestrzeni m iędzykom órkowych są w yrzucane poje­
dyncze m akrocząsteczki tropokolagenu, tworzące tam  zawiesinę pół­
płynnych kryształów . W przestrzeniach m iędzykomórkowych przebiega 
proces dojrzew ania kolagenu. Utworzone z m akrocząsteczek tropokola­
genu protofibryle u legają agregacji „bok do boku” , charakteryzującej się 
przesunięciem  sąsiednich protofibryl względem  siebie o odcinek rów ny 
1/4 długości m akrocząsteczki TC. W w yniku tego uporządkow ania po­
w stają  w łókienka z poprzecznym  prążkow aniem  pow tarzającym  się co 
około 640 A.

FIBROBLAST
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Lizyna Hydroksylizyna
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Peptudowe podiednostki
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Schemat 4. Metabolizm kolagenu (według 39)

Kolagen 
rozpuszczalny w kwasach

Nierozpuszczalne
włókienka

kolagenowe

Włókna
kolagenowe

Podczas dojrzew ania kolagenu luźne w łókienka rozpuszczalne przechodzą 
w nierozpuszczalne (51, 83) w skutek pow staw ania dużej liczby m iędzy- 
cząsteczkowych wiązań krzyżowych. W łókienka nierozpuszczalne tw orzą 
prawdopodobnie kom pleksy z m ukoproteidam i, m ukopolisacharydam i, 
lipidam i i innym i związkam i znajdującym i się w substancji podstaw owej 
tkanki łącznej i razem  form ują różne rodzaje włókien kolagenow ych 
(104). Tak uform owane nierozpuszczalne w łókna kolagenowe można o trzy­
mać z tkanki po m echanicznym  usunięciu m ateriału  niekolagenowego 
(114) lub po term icznej zm ianie kolagenu w rozpuszczalną żelatynę (82). 
Pow staw anie kolagenu przedstaw ia schem at 4.

M etaboliczny obrót kolagenu w organizm ie jest bardzo niski (98, 1 1 0 , 
113, 123, 149), (w yjątek stanow i macica po porodzie), to też w łókna kola­
genowe znajdujące się w tkankach przez wiele lat nie ulegają żadnym  
zmianom.
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WOJCIECH ARDELT*

Molekularne uszkodzenia elastyny i kolagenu w latyryzmie i niektórych 
innych schorzeniach tkanki łącznej

The Molecular Alterations of Elastin and Collagen in Lathyrism and in Some Other 
Connective Tissue Diseases

The disturbances of maturation processes of collagen and elastin in lathyrism  
and in some connective tissue disorders in men, are reviewed. The actual hypo­
theses on the possible mechanism of action of lathyrogenic compounds are also

discussed.

Podaw anie rosnącym  zwierzętom  kręgow ym  niektórych roślin strącz­
kowych, na przykład Lathyrus odoratus, lub też n iektórych związków 
chemicznych, na przykład P-am inopropionitrylu, w yw ołuje szereg roz­
ległych zmian na teren ie tkanki łącznej. Schorzenie jest ciężkie, cha­
rak teryzu je  się różnorodnym i objawami, z k tórych najw ażniejsze są: 
deform acje szkieletowe oraz osłabienie takich tkanek  lub s tru k tu r  jak 
kości, ścięgna, w iązadła, skóra oraz ściany naczyń. Osłabienie ściany 
aorty  prowadzi najczęściej do w ytw orzenia się tętn iaka a w konsekw en­
cji do śm ierci zwierzęcia. Schorzenie to otrzym ało nazwę: latyryzm , 
rzadziej używa się nazwy: osteolatyryzm , w skazującej na kości jako na 
m iejsce najbardziej w idocznych uszkodzeń. Okazało się ono dogodnym  
m odelem  eksperym entalnym  do badań biosyntezy, dojrzew ania i biode­
gradacji poszczególnych składników  tkanki łącznej, a zwłaszcza jej bia­
łek struk tura lnych : kolagenu i elastyny. Należy podkreślić, że w scho­
rzeniu tym  pow stają także uszkodzenia w obrębie tak  zwanej substancji 
podstawowej, w k tórej leżą włókna elastyczne i kolagenowe. Trzeba więc 
również brać pod uwagę zm iany w obrębie kw aśnych m ukopolisacha- 
rydów, rozpuszczalnych białek, połączeń białkowo-cukrow cowych oraz 
białkowo-lipidowych (2, 43). Latyryzm  jest przedm iotem  kilku a rty k u ­
łów przeglądow ych (2, 16, 19, 43, 44, 52). Ten a rtyku ł om awia najnow ­
sze osiągnięcia w badaniach na poziomie m olekularnym , patogenezy 
latyryzm u oraz n iek tórych  chorób tkanki łącznej u ludzi.

* Mgr, st. asystent Zakładu Biochemii Instytutu Reumatologicznego, Warszawa.
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I. Własności kolagenu z tkanek zwierząt latyrycznych

Objawy latyryzm u w skazyw ały na uszkodzenie zarówno kolagenu, 
który jest głównym  budulcem  organicznym  kości, ścięgien i skóry jak 
i elastyny stanow iącej główne białko struk tu ra lne  w iązadeł i ścian na­
czyń oraz w ystępującej w znacznej ilości w skórze. Te dwa białka zna­
lazły się więc w centrum  zainteresow ania. Ze względu jednak na nie­
wielkie zaaw ansow anie badań nad stru k tu rą  elastyny, brak było począt­
kowo danych o zmianach tego białka w latyryźm ie. Kolagen latyryczny 
w ykazyw ał szereg niezm ienionych własności, w porów naniu z praw idło­
wym  kolagenem  charakteryzuje  się on jednak znacznie większą rozpusz­
czalnością (7, 14, 20) oraz m niejszą reaktyw nością z 2,4-dw unitrofenylo- 
hydrazyną (18), co wskazywało na zmniejszoną zawartość grup aldehy­
dowych. O ile w IM oziębionym roztworze chlorku sodowego rozpuszcza 
się około l°/o kolagenu tkanek  praw idłowych, z tkanek latyrycznych 
można w tych w arunkach w yekstrahow ać około 40%  kolagenu kości
i ściany aorty  oraz naw et 60°/o kolagenu skóry (20). Na podstawie ba­
dań izotopowych przyjęto, że główną część, a być może całość nadwyżki 
rozpuszczalnego kolagenu w latyryźm ie stanowi białko wytworzone po 
podaniu latyrogenu (46, 47).

Kolagen i elastyna są polim eram i o dużym  ciężarze cząsteczkowym. 
Ich m akrocząsteczki składają się z wielu podstawowych podjednostek, 
których łańcuchy polipeptydow e spięte są ze sobą wiązaniam i krzyżo­
wym i różnych rodzajów. Synteza tropokolagenu stanowiącego podsta­
wową podjednostkę kolagenu zachodzi wewnątrzkom órkowo, w fibro- 
blaście. Następnie tropokolagen jest deponowany w przestrzeniach m ię­
dzykomórkowych, gdzie ma m iejsce tworzenie się włókien i dojrzew anie 
kolagenu. Podobny schem at biosyntezy, fibrogenezy i dojrzew ania pro­
ponuje się również dla elastyny, lecz w odróżnieniu od kolagenu, jej 
rozpuszczalny prekursor nie jest dobrze poznany.

Biosynteza kolagenu w tkankach latyrycznych zachodzi z praw idło­
wą szybkością i prowadzi do powstawania m onomeru, o k tórym  na pod­
stawie w szystkich badanych własności można powiedzieć, że jest praw i­
dłowy (8 , 20). Natom iast w procesie fibrogenezy in vivo  pow stają w la- 
tyryzm ie włókna nieco cieńsze od praw idłow ych (1 2 ), a tw orzenie włó­
kien in vitro z rozpuszczonego kolagenu jest nieco opóźnione (27). Te 
dosyć subtelne zm iany wraz ze zwiększoną rozpuszczalnością kolagenu 
w latyryźm ie sta ły  się punktem  wyjścia hipotezy, że w schorzeniu tym  
zachodzi uszkodzenie pozakomórkowej agregacji kolagenu.
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II. Charakter uszkodzeń molekularnych w latyryzmie i mechanizm działania związków 
latyrogennych

W obojętnych roztw orach soli rozpuszcza się około l°/o* kolagenu z tka­
nek praw idłowych. Rozpuszczalny w tych w arunkach kolagen repre­
zentu je  najm łodsze, świeżo wytworzone białko. Dalszy l°/o kolagenu 
reprezen tu jący  „starsze” białko można w yekstrahow ać z tkanek  za po­
mocą kw aśnych roztworów, na przykład buforu cytrynianow ego i roz­
cieńczonego kwasu octowego. Około 98%  kolagenu prawidłowego po­
zostaje więc nierozpuszczalne w w arunkach prostej ekstrakcji (15, 39).

Tropokolagen zawiera trzy  łańcuchy polipeptydowe, przy czym 
w świeżo w ytw orzonym  białku połączone są one jedynie wiązaniam i 
w odorowym i oraz, być może, na drodze oddziaływań hydrofobowych. 
Jeżeli obojętny roztw ór kolagenu ogrzewa się po zakwaszeniu do pH  5 
lub też działa się nań mocznikiem czy innym i czynnikam i elim inują­
cym i w iązania wodorowe i oddziaływania hydrofobowe, to cząsteczka 
tropokolagenu rozpada się na składowe łańcuchy a, które można oddzie­
lić od siebie drogą chrom atografii na karboksym etylocelulozie (39, 41). 
Podczas dojrzew ania kolagenu w ytw arzają się mocne, kow alentne w ią­
zania krzyżowe. Jeżeli połączą one dwa łańcuchy, to po denaturacji 
otrzym uje się z jednej cząsteczki tropokolagenu, jeden fragm ent dwu- 
łańcuchowy (komponenta ß) i jeden jednołańcuchow y (komponenta a). 
Połączenie trzech łańcuchów prowadzi do powstania trw ałego, nie roz­
padającego się podczas denaturacji trim eru  (komponenta 7 , y-tropoko- 
lagen). Dalszy proces prowadzi do powstania w iązań krzyżowych między 
łańcucham i sąsiadujących ze sobą cząsteczek tropokolagenu, a w kon­
sekw encji do pow staw ania trw ałej trójw ym iarow ej siatki przestrzennej 
polim eru (kolagen nierozpuszczalny). W kw aśnym  ekstrakcie z tkanek 
praw idłowych, zaw ierającym , jak  już wspomniano, starsze białko, w ystę­
puje obok kom ponent a również pew na ilość kom ponent ß oraz m niejsza 
ilość trim erów  y. K w aśny ekstrak t z tkanek  latyrycznych zawiera na­
tom iast niem al wyłącznie kom ponenty a i ślady kom ponenty ß, jest więc 
zbliżony składem  do obojętnego ekstrak tu  tkanek praw idłow ych (2 1 , 26). 
Postulow any błąd w agregacji m olekularnej kolagenu w latyryzm ie 
polega zatem  na uszkodzeniu procesu wiązania krzyżowego i w ystępuje 
na etapie dojrzew ania tego białka (21). Stw ierdzenie takie nie precy­
zuje jednak defektu m olekularnego jeżeli nie określi się na tu ry  wiązań 
krzyżow ych w kolagenie. Spośród wielu hipotez o charakterze tych w ią­
zań dwie zasługują na większą uwagę: teoria transestry fikacji podana 
przez G a l l o p a  i wsp. (13) oraz koncepcja in terakcji dwu zmienionych 
reszt lizyny sform ułow ana przez B o r n s t e i n a  i wsp. (4). W edług 
pierwszej hipotezy każdy z trzech łańcuchów polipeptydow ych tropo­
kolagenu składa się z czterech podjednostek połączonych trzem a param i 
w iązań estrowych. W w iązaniach tych biorą udział hydroksylow e grupy
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niezidentyfikow anej heksozy, związanej z białkiem  wiązaniem  glikozy- 
dowym  przez hydroksylow ą grupę tyrozyny oraz karboksylowe grupy 
dwu reszt kwasu asparaginowego. W iązania w parach nie są równocenne, 
gdyż jedno z nich tworzone jest przez a, a drugie przez ^-karboksylową 
grupę kwasu asparaginowego. Jedno z nich jest bardziej reaktyw ne
i zdolne do transestry fikacji z sąsiednim  łańcuchem  tej sam ej albo są­
siedniej cząsteczki tropokolagenu. Proces postępuje w czasie i prowadzi 
do pow stania trw ałego kolagenu o m aksym alnej ilości w iązań krzyżowych. 
D ruga hipoteza znalazła liczniejszych zwolenników. Ze względu na po­
dobieństw a biosyntezy i zbliżoną struk tu rę  postulowanego wiązania krzy­
żowego w kolagenie do wiązań w elastynie, zostanie ona szczegółowo 
omówiona w dalszej części artykułu .

D alszy rozwój badań nad patogenezą latyryzm u przebiegał rów no­
legle do postępu wiedzy o struk turze  drugiego włókienkowego białka 
tkanki łącznej — elastyny. Badając natu rę  w iązań krzyżowych w elasty­
nie w yodrębniono z niej za pomocą kolejnego działania kilkom a enzy­
m am i proteolitycznym i frakcję  peptydów zbudowanych z dwu lub w ię­
cej krótkich  łańcuchów, a więc zaw ierających wiązania krzyżowe. 
Z kw aśnych hydrolizatów  tych peptydów wyodrębniono następnie dwie 
n inhydrynopozytyw ne substancje, różne od znanych aminokwasów (35). 
Okazało się, że są to izomeryczne poliaminokw;asy zaw ierające cztery 
wolne grupy aminowe i cztery wolne grupy karboksylowe oraz czw arto­
rzędow y pierścień pirydynow y (53). O trzym ały one nazwy: desmozyna
i izodesmozyna. Ich budowę (38) przedstaw ia rysunek 1.

W ysunięto hipotezę, że desmozyna i izodesmozyna stanow ią w iąza­
nia krzyżowe w elastynie — ich wolne grupy aminowe i karboksylowe
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Rys. 1. Struktura desmozyny (a) i izodesmozyny (b) według (38)
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są zaangażowane w w iązaniach peptydow ych dwu, trzech, a naw et czte­
rech łańcuchów (36, 53) (rysunek 2).

Zarówno desmozyna jak  i izodesmozyna zaw ierają dwadzieścia cztery  
atom y węgla, a s tru k tu ra  ich wskazuje, że mogą one powstawać w re-

a b c
Rys. 2. Schemat wiązania przez desmozynę dwu (a), trzech (to) i czterech (c) łań­

cuchów polipeptydowych elastyny (1)

akcji czterech reszt sześciowęglowego am inokwasu — lizyny. Biosynteza 
taka m usiałaby przebiegać z odszczepieniem trzech cząsteczek am onia­
ku (37).
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Rys .3. Powstawanie desmozyny z trzech reszt semialdehydu kwasu a-am inoadypi- 
nowego oraz jednej reszty lizyny (37, 38)

W pierwszym  etapie biosyntezy dochodziłoby do oksydacyjnej dezam i- 
nacji trzech spośród czterech reszt lizyny związanych peptydow o z róż­
nym i łańcuchami. Proces ten  prowadzi do powstania 5-sem ialdehydu 
kwasu a-am inoadypinowego, którego trzy  cząsteczki tw orzyłyby następ­
nie z jedną niezm ienioną resztą lizyny pierścień pirydynow y desm ozy­
ny (rysunek 3). Słuszność tego schem atu potw ierdziły badania izoto-
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powe, w których wykazano, że jedynym  aminokwasem  w budow ującym  
się in vivo  i in vitro  do desmozyn jest lizyna (1, 23, 36, 38). W ykazano 
ponadto, że jeżeli z elastyny, napiętnow anej w w arunkach hodowli tk an ­
kowej ściany aorty  1 4 C-lizyną, w yodrębni się desmozynę i podda ją dzia­
łaniu 10 N NaOH (zniszczenie pierścienia pirydynowego), to rad ioaktyw ­
ność odzyskanej lizyny stanow i czw artą część radioaktyw ności desmo- 
zyny (1). Tak więc w ydaje się nie ulegać wątpliwości, że desmozyny 
pow stają z czterech reszt lizyny w już uform owanych łańcuchach po­
lipeptydow ych elastyny. Proces zachodzi stopniowo, ilość w iązań krzy­
żowych zwiększa się z wiekiem zwierzęcia. Ma to swoje odbicie w w y­
nikach badań składu aminokwasowego elastyny pochodzącej od zwie­
rząt w różnym  wieku. Ilość desmozyn rośnie wraz z wiekiem, zaś ilość 
lizyny proporcjonalnie się obniża. D okładny m echanizm  biosyntezy des­
mozyn nie jest poznany, prawdopodobnie jednak conajm niej etap oksy­
dacyjnej dezam inacji lizyny jest procesem enzym atycznym .

Nowe inform acje w zakresie patogenezy latyryzm u uzyskano z dość 
nieoczekiwanego źródła. Wiadomo było, że u zw ierząt kręgow ych pozo­
stających na diecie ubogiej w miedź, dochodzi do pow staw ania tętn iaka 
aorty (28, 45), a więc jednego z objawów latyryzm u. Okazało się, że 
e lastyna z aort zw ierząt u trzym yw anych na diecie bezmiedziowej za­
w iera znacznie więcej lizyny (48, 55) oraz m niej desmozyn (30) i grup 
karbonylow ych (25) niż praw idłowa. Podobne zm iany znaleziono w ela- 
stynie z aort zw ierząt latyrycznych (24). Stało się więc oczywiste, że za­
równo w latyryźm ie jak  i w niedoborze miedzi, w ystępuje zaham owa­
nie przekształcania się lizyny w desmozyny, a więc zaham owanie pro­
cesu wiązania krzyżowego. Zostało to potwierdzone w badaniach izoto­
powych zarówno in vivo  (24, 29, 30), jak  i in vitro, w hodowli tkanko­
wej ściany aorty  (30). W ysunięto hipotezę, że proces oksydacyjnej de­
zam inacji lizyny prowadzący do powstawania jej pochodnej aldehydo­
w ej, pośredniczącej w biosyntezie wiązania krzyżowego, jest katalizo­
wany przez enzym  lub też układ enzym atyczny w ym agający miedzi (30).

Okazało się, że in terakcja  reszt zmienionej lizyny w sąsiadujących 
ze sobą łańcuchach polipeptydow ych elastyny może zakończyć się na 
etapie kondensacji dwu cząsteczek. Z fragm entów  bogatych w wiąza­
nia krzyżowe wyizolowano bowiem jeszcze jeden nieznany dotąd am ino­
kwas, a mianowicie IV-(5-amino-5-karboksypentanylo)-lizynę, czyli li- 
zynonorleucynę (10, 11, 17). Pow staje ona z jednej reszty  niezmienionej 
lizyny oraz z jednej reszty  5-sem ialdehydu kwasu a-aminoadypinowego. 
Produktem  pośrednim  jest zasada Schiffa — 6,7-dehydrolizynonorleucy- 
na, która łatwo ulega redukcji do lizynonorleucyny (rysunek 4).

Tworzenie się takiego wiązania zależne byłoby od aktyw ności postulo­
wanego układu enzymatycznego, katalizującego oksydacyjną przem ianę 
lizyny i powinno być również blokowane w latyryźm ie oraz niedoborze 
miedzi.
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Rys. 4. Tworzenie się lizynonorleucyny (11) 
O bjaśnienia w  tekście .

W latyryźm ie zachodzi upośledzenie biosyntezy w iązań krzyżow ych 
również w kolagenie. W białku tym  wykazano obecność w iązania po­
w stającego w reakcji dwu reszt zm ienionej lizyny leżących w sąsiadu­
jących ze sobą łańcuchach tropokolagenu (4, 5, 6, 42). Podczas dojrzew a­
nia kolagenu zachodzi oksydacyjna dezam inacja reszty  lizyny zajm u­
jącej p iątą pozycję licząc od aminowego końca a-łańcucha. Prow adzi to 
podobnie jak  w elastynie, do pow staw ania w tym  m iejscu 5-sem ialde- 
hydu kwasu a-am inoadypinowego. Dwie reszty  aldehydu, znajdujące 
się w sąsiadujących łańcuchach cząsteczki reagują  ze sobą tworząc w ią­
zanie krzyżowe. D okładna stru k tu ra  tego wiązania nie została dotąd 
ustalona. Ponieważ jednak  dwułańcuchowe peptydy otrzym ane z kola­
genu oddziaływ ują jako nienasycone aldehydy, postuluje się, że w iąza­
nia krzyżowe pow stają na drodze kondensacji aldolowej dwu reszt alde­
hydu. Proces kondensacji aldolowej przebiega bowiem z zachowaniem  
grupy aldehydow ej jednego z dwu reagujących aldehydów w stanie nie- 
podstawionym . Jeżeli hipoteza ta  jest słuszna to pow staw anie w iąza­
nia krzyżowego w kolagenie mogłoby przebiegać jak  na rysunku 5.

Kondensacja reszt aldehydow ej pochodnej lizyny nie w yjaśnia jed­
nak tworzenia się związanego krzyżowo trim eru  (y-tropokolagenu), jeśli 
bowiem tylko jedna reszta lizyny w łańcuchu a ulega przekształceniu 
w odpowiedni aldehyd, to jeden łańcuch mógłby tworzyć tylko jedno 
wiązanie krzyżowe. Postulow ano więc możliwość kondensacji tró jm ole- 
ku larnej (5). Prawdopodobnie w kolagenie jak  również w elastynie mo­
gą występować także inne typy wiązań krzyżowych. Selektyw na deza­
m inacja jednej tylko reszty  lizyny w pozycji piątej łańcucha a możliwa 
jest dzięki tem u, że N-końcowy fragm ent cząsteczki tropokolagenu po­
zbawiony jest s tru k tu ry  drugorzędowej. Przypuszcza się, że w dalszej 
części cząsteczki, objętej s tru k tu rą  spiętrzonego heliksu, istn ieją  prze­
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strzenne przeszkody dla oksydacyjnej dezam inacji i reszty  lizyny leżące 
w tym  obszarze nie ulegają przekształceniu (5). W ykazano równocześ­
nie, że w latyryzm ie przekształcanie się lizyny w odpowiedni aldehyd 
nie zachodzi lub jest w znacznym  stopniu zaham owane (5, 42).

W kolagenie istnieje zatem  conajm niej jeden typ wiązania krzyżo­
wego, którego biosynteza obejm uje oksydacyjną przem ianę lizyny, 
a w elastynie conajm niej dwa typy takich wiązań krzyżowych. W kola-

...HN ^ C O .................H N ^  ^ C O ...

CH CH
I I

(CH2)3 (c h 2)3
I I
CHO —* OHC, .CH

OHC
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1

(CH2)2
I
CH

x / \ r

C
I

(CH2)2
I

CH
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Rys. 5. Hipotetyczny schemat powstawania i struktury wiązania krzyżowego w ko­
lagenie

genie dochodzi do kondensacji dwu reszt zmienionej lizyny, w elasty­
nie w ystępuje in terakcja  dwu lub czterech reszt tego związku. Ponie­
waż w latyryzm ie oksydacyjna dezam inacja lizyny jest upośledzona, 
powstawanie wszystkich wym ienionych wyżej typów wiązań krzyżo­
wych jest w tym  schorzeniu hamowane.

Jedną z pierwszych koncepcji m echanizm u działania latyrogenów  by­
ła hipoteza L e v e n e ’ a (18), według której związki te reagując z ug ru ­
powaniam i aldehydow ym i łańcuchów kolagenu niezbędnym i do tw orze­
nia się w iązań krzyżowych, blokowałyby proces wiązania łańcuchów. 
Hipoteza ta  w praw dzie dobrze tłum aczyła niższą zawartość aldehydów 
w kolagenie latyrycznym , jednak przeciw niej przem aw ia zbyt małe 
wbudow ywanie się znakowanych latyrogenów  do kolagenu (31). O wie­
le bardziej prawdopodobna jest koncepcja działania latyrogenów  poprzez 
ham ow anie enzymu lub układu enzymatycznego katalizującego przejś­
cie: lizyna->5-sem ialdehyd kw asu a-am inoadypinowego (5, 32). Taka 
koncepcja tłum aczyłaby również obniżoną ilość grup aldehydow ych 
w kolagenie latyrycznym , a także ham owanie przez latyrogeny oksyda­
zy aminowej z osocza bydlęcego (51, 57) i świni (33) oraz oksydazy mo- 
noam inowej osocza ludzkiego (22), a więc enzymów katalizujących zbli­
żoną reakcję. Oksydaza aminowa z osocza świni jest ham ow ana przez
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P-am inopropionitryl kom petecyjnie i odwracalnie. Przez analogię postu­
luje się, że latyrogeny, które wszystkie zaw ierają wolną grupę aminową, 
mogą hamować kom petycyjnie układ enzym atyczny katalizujący oksy­
dacyjną przem ianę lizyny (33).

Na podstaw ie porównawczych badań elastyny w latyryzm ie i nie­
doborze miedzi, można przypuszczać, że układ ten wym aga miedzi (30). 
Należy podkreślić, że wszystkie przytoczone oksydazy są m iedzioenzy- 
mami. Wiadomo również, że w cząsteczkach wszystkich znanych latyro- 
genów w ystępują dwa atom y azotu z wolną parą elektronów, co nadaje 
tym  związkom własności chelatujące. Należy więc brać także pod uwagę 
możliwość, że m echanizm  działania latyrogenów  może polegać na che- 
latow aniu miedzi co elim inowałoby ten  kation z ustro ju  lub też unie­
możliwiałoby jego działanie jako koenzym u w układzie oksydacyjnej 
przem iany lizyny.

III. Latyryzm a choroby tkanki łącznej u ludzi

Chociaż latyryzm  nie jest w całości odpowiednikiem  żadnego ze s ta ­
nów patologicznych u ludzi*, to jednak poszczególne objaw y tego scho­
rzenia można odnaleźć w niektórych znanych chorobach tkanki łącznej. 
Podobieństwo, a naw et identyczność objawów m akroskopowych nie 
musi być jednak w yrazem  identyczności uszkodzeń m olekularnych, 
a tym  więcej m echanizm ów ich powstawania. I odwrotnie, w ystępo­
wanie tego samego uszkodzenia na poziomie m olekularnym  w dwu róż­
nych stanach patologicznych, zwłaszcza gdy w ystępuje ono obok sze­
regu innych uszkodzeń, nie m usi m anifestować się identycznym i obja­
wami m akroskopowymi.

Pam iętając o tych zastrzeżeniach, w arto  jednak porównać objaw y 
latyryzm u z objaw am i niektórych schorzeń tkanki łącznej u ludzi. La­
tyryzm  jest bowiem eksperym entalnym  modelem m olekularnego scho­
rzenia tkanki łącznej, w k tórym  charakter zmian jest dość dobrze po­
znany, natom iast znajomość uszkodzeń na poziomie m olekularnym  
w chorobach tej tkanki u ludzi jest znikoma, co jest w ynikiem  przede 
wszystkim  ograniczonych możliwości eksperym entow ania. W tablicy 1 
zestawiono objawy la ty ryzm u wraz z odpowiadającym i im objawami 
kilku znanych chorób tkanki łącznej.

Jak  widać z tablicy, o większej zbieżności z objawam i latyryzm u można 
mówić tylko w przypadku zespołu Ehlersa-D anlosa. Jednak  badania 
składu aminokwasowego elastyny izolowanej post mortem  ze skóry pa­
cjentów z tym  schorzeniem  nie w ykazują nieprawidłowości w poziomie

* U ludzi opisano schorzenie układu nerwowego (neurolatyryzm), wytwarza­
jące się w wyniku spożywania znacznych ilości pewnych roślin strączkowych, in­
nych jednak niż rośliny wywołujące uszkodzenia tkanki łącznej.
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desmozyn ani też lizyny (54). Pow staw anie zatem  conajm niej jednego 
typu wiązań krzyżow ych jest nieuszkodzone. Postuluje się, że w scho­
rzeniu tym  zmianie ulega kolagen, k tóry  stanowi główny składnik struk ­
tu ra lny  skóry (70%), torebek staw owych i powięzi. B rak jednak przej­
rzystych wyników doświadczalnych, które m ogłyby w yjaśnić charakter 
uszkodzenia.

Nie ma bliskiej zbieżności objawów latyryzm u i schorzeń gośćcowych 
(tablica 1). N iemniej szereg wyników w skazuje w gośćcu przew lekłym  
postępującym  na uszkodzenie conajm niej w obrębie kolagenu. W ykazano 
bowiem, że kolagen izolowany z tkanek  stawowych otrzym yw anych 
w czasie zabiegów chirurgicznych od pacjentów  z tym  schorzeniem, jest 
bardziej w rażliw y na traw ienie pronazą niż kolagen otrzym any post 
m ortem  z tkanek staw ow ych ludzi, u których wykluczono choroby tkanki 
łącznej (49). Jeżeli nierozpuszczalny kolagen gośćcowy poddaje się prze­
dłużonem u działaniu 2 N NaOH w tem peraturze 4°, a następnie gotowaniu 
w pH 7, to do roztw oru przechodzi blisko 90%. białka, podczas gdy ko­
lagen ze stawów praw idłow ych rozpuszcza się w tych w arunkach w około 
30% (50). Zarówno traw ienie pronazą jak  i działanie ługu w opisanych 
wyżej w arunkach prow adzą do niezbadanego dokładnie uszkodzenia 
cząsteczki kolagenu w obszarach uform ow anych już wiązań krzyżowych. 
Tak więc obserwowane różnice między kolagenem  praw idłow ym  a gość­
cowym mogą wskazywać na defekt tych w iązań w gośćcu przew lekłym  
postępującym . A utor opisanych wyżej doświadczeń rozróżnia conajm niej 
dwa rodzaje wiązań krzyżow ych w praw idłow ym  kolagenie (50). Jeden 
typ w iązania jest niszczony przez hydroksyloam inę, a więc mogą to być 
wiązania estrowe, jak  w omówionej już hipotezie G a l l o p a  i wsp. (13), 
drugi typ  ulega działaniu oziębionego ługu (trudno ocenić w jakim  sto­
sunku pozostaje ta  hipoteza do koncepcji kondensacji aldolowej B o r n -  
s t e i n a  i wsp. (4)). W gośćcu przew lekłym  postępującym  zachodzić ma 
uszkodzenie wiązań opornych na działanie ługu. Możliwe, że w scho­
rzeniu tym  podobnie jak  w latyryzm ie zachodzi uszkodzenie wiązania 
łańcuchów polipeptydow ych kolagenu, nie wiadomo jednak czy uszko­
dzony jest ten  sam rodzaj wiązań. Należy podkreślić, że istn ieją  doświad­
czalne przesłanki defektu  m etabolizm u miedzi w gośćcu przew lekłym  
postępującym . Nie wiadomo czy w gośćcu zaham owane jest w ytw arza­
nie się wiązań krzyżow ych, czy też zniszczeniu ulegają uform owane już 
wiązania. Kolagen może bowiem ulegać uszkodzeniom w w arunkach 
aktyw acji procesów litycznych, która ma miejsce w stanach zapalnych 
(50). Znany jest fak t degradacji kolagenu przez enzym y lizosomalne (9) 
oraz destabilizacji lizosomów w chorobach tkanki łącznej (56). O ak ty ­
wacji enzymów proteolitycznych w tym  schorzeniu a także w zesztyw­
niającym  zapaleniu staw ów  kręgosłupa, można ponadto wnioskować ze 
zwiększonej w obu chorobach aktyw ności surowiczych inhibitorów  kilku 
enzymów proteolitycznych (3). A ktyw acja enzymów proteolitycznych
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mogłaby być przyczyną uszkadzania wiązań krzyżow ych w kolagenie. 
B rak jest jakichkolw iek danych o elastynie w chorobach gośćcowych.

Jak  już wspom niano, badania na poziomie m olekularnym  białek 
struk tu ra lnych  tkanki łącznej w chorobach tej tkanki u ludzi są słabo 
zaawansowane. Badania zmian elastyny i kolagenu na zwierzęcym  m o­
delu m olekularnej choroby tkanki łącznej mogą inspirować kierunki 
takich badań na m ateriale ludzkim.
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D A RIU SZ KRUZE*

Występowanie hydroksyproliny w organizmach ssaków i jej wydalanie 
w moczu

The Occurence of Hydroxyproline in Mammalian Organisms and its Excretion in 
Urine

The occurence of hydroxyproline and its excretion to urine is discussed in rela­
tion to collagen metabolism. The diagnostic importance of peptide-hydroxyproline 
determination in urine in various physiological and pathological conditions is

reviewed..

I.. Hvdroksyprolina w kolagenie

H ydroksyprolina w ystępuje tylko w dwóch białkach zwierzęcych: 
w kolagenie i elastynie. W kolagenie stanowi ona 13,5% w szystkich 
aminokwasów (65), natom iast w elastynie tylko około 2%  (91), a naw et, 
według nowszych doniesień, nie przekracza 1,51% (71). Ponieważ kolagen 
stanowi 20—25%  (64) wszystkich białek ssaków zwrócono uwagę na w y­
dalanie do moczu w olnej, a przede wszystkim  związanej peptydow o 
hydroksyproliny, wychodząc z założenia, że poziom połączeń hydroksy- 
prolinowych w moczu może zależeć od m etabolicznych procesów zacho­
dzących w kolagenie tkankow ym .

Kolagen u osobników dorosłych uw ażany był za m etabolicznie b ierny 
(62), okazało się jednak (80), że ulega on odnowie z niew ielką szybkością, 
różną dla poszczególnych tkanek. Kolagen ścięgien można praktycznie 
uznać za całkowicie bierny, kolagen mięśni m a okres półtrw ania 50— 60 
dni, a w ątroby i jelit — 20— 30 dni. G e r b e r  i wsp. (22) donoszą o w y­
stępow aniu w kościach frakcji kolagenu, k tóra jest szybko w ym ieniana. 
K a o i wsp. (40) stw ierdzili u szczura najszybszą odnowę kolagenu 
w macicy bezpośrednio po porodzie i praw ie całkow itą bierność kolagenu 
ściany aorty  oraz ścięgien ogona.

O r e k o w i c z  i wsp. (68, 69) przeprowadzili badania porównawcze 
nad kolagenem  u kilku gatunków  zwierząt, a co ważniejsze, śledzili jego 
odnowę u zw ierząt jednego gatunku w różnym  wieku i okresie wzrostu.

* Dr med., mgr chemii, adiunikt I Kliniki Chorób Wewnętrznych 2 Centralnego 
Szpitala Klinicznego Wojskowej Akademii Medycznej, Warszawa
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Stw ierdzili oni, że rozpuszczalny kolagen, nazw any przez nich prokola- 
genem, jest prekursorem  nierozpuszczalnego kolagenu dom inującego 
w struk turze  tkankow ej oraz, że zawartość prokolagenu zmienia się od 
około 18|%> kolagenu całkowitego u bardzo m łodych zw ierząt do około 1% 
u osobników starych.

Równolegle z badaniam i nad m etabolizm em  kolagenu były prow a­
dzone prace nad właściwościami fizykochem icznym i tego białka.

Już w roku 1900 Z a c h a r i a d e s  (98) stw ierdził, że pewne frakcje 
kolagenu ścięgien ogona szczura rozpuszczają się w rozcieńczonych 
roztw orach kwasów. Faktem  tym  zainteresowano się ponownie dopiero 
gdy N a g e o t t e  (61) w ykazał, że niektóre kolageny rozpuszczalne 
w słabo kw aśnych roztw orach można powtórnie przeprowadzić w postać 
w łókien stosując odpowiednie w arunki dializy. W ielu badaczy doniosło
o rozpuszczalności kolagenu różnych tkanek w rozcieńczonych kwasach 
(18, 20, 69), a także w obojętnych roztw orach soli (21, 26, 34).

S c h m i t t  i wsp. (84) na podstawie wyników uzyskanych przy 
użyciu m ikroskopu elektronowego w ysunęli hipotezę, że kolagen jest 
zbudowany z podstaw owych jednostek — tropokolagenu. Potwierdzono 
to następnie przy zastosowaniu precyzyjniejszych przyrządów  (32), 
a H a l l o n i  i D o t y  (28) zdołali otrzym ać zdjęcie cząsteczki tropo­
kolagenu. Zbudowana jest ona z trzech ow ijających się w zajem nie łań­
cuchów polipeptydow ych połączonych wiązaniam i poprzecznymi. Trzy 
form y w jakich w ystępuje tropokolagen a, 0 i y (82, 85), różnią się ilością 
poprzecznych wiązań pomiędzy podjednostkam i (16, 17, 35, 78, 83). Po­
czątkowo podjednostki te połączone są ze sobą słabym i siłami, a w m iarę 
w ykształcania się m akrocząsteczki łączą się silnym i wiązaniam i kowa- 
lentnym i. Im więcej poprzecznych wiązań zawiera tropokolagen tym  jego 
rozpuszczalność jest mniejsza.

In teresujące było porównanie m etabolicznych aktyw ności rozpusz­
czalnych frakcji kolagenu i dojrzałych nierozpuszczalnych w łókien kola­
genowych. Okazało się, że okres półtrw ania dojrzałych włókien wynosi 
około 300 dni (62), natom iast frakcja  kolagenu rozpuszczalnego w 0,14 M 
NaCl jest odnawiana w czasie 5—24 godzin (33). Szybkość odnowy kola­
genu rozpuszczalnego w bardziej stężonych roztw orach soli lub w kw aś­
nym  środowisku była odpowiednio m niejsza. Badania nad szybkością 
wbudow yw ania proliny znakowanej 14C do kolagenu zw ierząt w ykazały 
istnienie dwóch niezależnych pul kolagenu charakteryzujących się dużą 
szybkością odnowy.

II. Wolna i związana hydroksyprolina w surowicy

Pom im o stosowania chrom atografii bibułowej oraz metod m ikro­
biologicznych um ożliw iających w ykrycie i oznaczenie ilościowe poszcze­
gólnych aminokwasów w surowicy, nie udało się wykazać w surow icy 
krw i ludzkiej stałej obecności hydroksyproliny (50, 59, 60). Naw et m e­
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todą chrom atografii jonow ym iennej nie zdołano określić jej stężenia 
(11, 67, 89, 92). Dopiero zastosowanie chrom atografii kolum now o-bibuło- 
wej pozwoliło wykazać, że hydroksyprolina jest stałym  składnikiem  
surow icy krw i zdrowego człowieka chociaż stężenie jej jest jednym  z n a j­
niższych w porów naniu do innych aminokwasów (7). Hydroksyprolinę 
oznacza się kolorym etrycznie, w oparciu o specyficzną reakcję barw ną 
aldehydu p-aminobenzoesowego (odczynnik Ehrlicha) z produktem  otrzy­
m anym  po utlenieniu  i dekarboksylacji hydroksyproliny (65). Najczęściej 
stosowane są m etody P r o c k o p a  (77) i S t e g e m a n a  (90).

Prac, w których do oznaczania wolnej hydroksyproliny w surowicy 
stosowano specyficzne m etody jest niewiele (3, 4, 13, 47, 51, 74). Jedynie 
dwie publikacje zaw ierają dokładne badanie poziomu tego aminokwasu 
w surow icy ludzkiej i obejm ują duży m ateriał (54, 70).

Ta b l i c a  1
Stężen ie w olnej i związanej p ep tyd ow o hydroksyproliny w  [i-g/ml surow icy krwi ludzi i niektórych

zw ierząt

L iczba
przypadków

H ydroksyprolina

M ateriał M etod a A utor
w olna całkowita

K oń C hrom ato­
grafia b ib u ­
łow a (barw. 
izatyną)

W estfall
(95)

2 2 6

Szczur M od yf. P ro­
k o p ^

Bates (4) 32 10 24

W iss’a K ivirikko (47) 10 1,4 —
C złow iek P rockop’a Prockop (75) 

L aitinen  (54)
2

38
1,2— 1,6  

1,05
2 ,5— 2,6

Stegem anna K obrle (51) 
O ye (70)

10
10

2,4
0 ,92

2,4

Baum an (3) 38 2,4 —

L a i t i n e n  i wsp. (54) uw ażają, że poziom wolnej hydroksyproliny 
zależy od w ieku i płci. Są to jednak w ahania niew ielkie i w artości 
średnie różnią się nie więcej niż o 10%. Stężenie wolnej hydroksypro­
liny w surow icy ludzi i n iektórych zw ierząt zestawiono w tablicy 1. 
Średnie ilości tego im inokw asu mieszczą się w granicach od 0,92—2,4 
M.g/ml. Są to małe w ahania, szczególnie, jeśli uwzględni się stosowanie 
różnych metod oznaczania i niejednakow ą dietę badanych osobników. 
H ydroksyprolina stanow i około 0,3°/o sum y w szystkich wolnych am ino­
kwasów surow icy i w ystępuje  tam  w ilościach w ielokrotnie niższych niż 
inne aminokwasy. H e s s  i S c h a f f r a n  (31) oraz W o l f  i wsp. (97) 
wskazują, że podana hydroksyprolina jest szybko usuw ana z surowicy 
bądź ulegając rozpadowi bądź w ydalaniu do moczu i uważają, że wolna 
hydroksyprolina moczu pochodzi z endogennych źródeł, a więc z kola­
genu lub jego prekursora
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H ydroksyprolinę związaną peptydowo oznaczano w surow icy szczura 
(4), konia (95) i człowieka (51, 75) (tablica 1). W edług badań K o  b r i e  
i wsp. (51) w surow icy ludzkiej nie w ystępuje hydroksyprolina zwią­
zana, jedynie u kobiet ciężarnych w ykryli oni te połączenia w zniko­
m ych ilościach (0,3 ing/ml). Jest to in teresujące ze względu na obecność 
znacznych ilości tych związków w moczu. W skazuje to, po w ykluczeniu 
możliwości tw orzenia się ich w kłębkach i kanalikach nerkow ych, na 
bardzo wysoki ,,clearance” nerkow y i b rak  reabsorpcji w kanalikach. 
Istotnie P r o c k o p  i wsp. (75) uzyskali po podaniu żelatyny kilkunasto­
krotne zwiększenie stężenia peptydów  hydroksyprolinow ych w surowicy 
i stw ierdzili bardzo szybkie w ydalanie ich w moczu.

III. Hydroksyprolina w moczu

W moczu wolna hydroksyprolina w ystępuje podobnie jak  w surowicy, 
w bardzo m ałych ilościach i była jednym  z najpóźniej w ykrytych  am ino­
kwasów. Wiele publikacji podaje zaw artość hydroksyproliny wolnej 
i związanej peptydowo w moczu osobników zdrowych. Średnie z w ar-

T a b l i c a  2
Stężen ie  w olnej i związanej hydroksyproliny w  m oczu  ludzi dorosłych

1
L iczba H ydroksyprolina

M etoda A utor przypad­ w oln a całkow ita
ków m g/dob ę m g/dob ę m g/kg/dobę m g /m 2/dobę

Prockop B enoit (5) M  38,3  
21 ,8— 59,4  
K  27,0  

11,4— 35,3

' M  19,2  
K  16,4

Jasin (36) 11 — 32,9
14,5— 54,1

--- 18,1
9 ,3— 30,6

Tones (38) 12 — 13— 65 --- —
Sm ith  (88) 20 — — 0,38  

0 ,2 — 0,5
—

L aitinen (54) 48 0 ,6 0
0 ,30— 1,33

25,8
15,1— 42,8

— 14,4
9 ,2 — 23,8

L ee (53) 
K örting  (52)

22
I

15— 65
14,9— 33 z

Platt (73) 8 — 21
9— 28

— ---

N ey  (66) 4 — 24 — . —
Kivirikko

(46)
11 0 ,67 29,1 

18,8— 40,9
— ---

W oessner M atiasevic
(56)

28 — 37
20— 50

— ---

N eum an
L ogan

G oidanich
(23)

42 0 17,6
15,2— 19,4

M — Mężczyźni 
K — Kobiety
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tości uzyskanych z większej ilości przypadków  za pomocą specyficznych 
m etod oznaczania (65, 77, 90) zebrano w tablicy 2. W olna hydroksyprolina 
stanow i w moczu zaledwie 3%  całkow itej hydroksyproliny (76, 99). Ilości 
wolnej hydroksyproliny w dobowym moczu osobników dorosłych w ahają 
się w edług różnych autorów  od 0,30 do 1,33 mg/dobę. Należy podkreślić, 
że G o i d a n i c h  i wsp. (23) nie stw ierdzili w ogóle wolnej hydroksy­
proliny w moczu badanych 42 pacjentów , a nie można też wykluczyć, że 
część wolnej hydroksyproliny w moczu pochodzi z zaw ierających ten 
iminokwas peptydów , które mogą rozpadać się w pęcherzu moczowym lub 
podczas zbierania dobowej porcji moczu.

Dorośli, zdrowi osobnicy w ydzielają z moczem w ciągu 24 godzin 
około 1 g peptydów, z czego około 50 mg przypada na peptydy zaw iera­
jące hydroksyprolinę. Graniczne w artości dla związanej hydroksyproliny 
w moczu zdrowych osobników dorosłych wynoszą 9— 65 mg/dobę (ta­
blica 2). W ydalanie związanej hydroksyproliny przeliczano też na jed­
nostkę wagi (88) lub powierzchni ciała (23). W edług L e e  i L o y d’a

T a b l i c a  3
Skład am inokw asow y zawierających hydroksyprolinę peptydów  m oczu

N
u

m
er

p
ep

ty
d

u

A m inokw asy Literatura

1 P ro-O H , Pro, G li, A la, G lu , A sp, L iz , L eu , W al, Arg 29
2 P ro-O H , Pro, G li, A la, G lu , A sp , L iz(? ), W al, Arg 29
3 P ro-O H , Pro, G li, A la, lub  T yr, Ser, T reo 43
4 P ro-O H , Pro, G li, A la  lub  T yr , A sp , Ser 43
5 P ro-O H , G li, A la, G lu , L iz , Arg 29
6 P ro-O H , (?), A la, G lu , A sp 9
7 Pro-O H , Pro, G li, A sp , L iz 43
8 P ro-O H , Pro, G li, A la, A sp 43

9 P ro-O H , G 1 u 2 58

10 P ro-O H , Pro, G li 58

11 Pro-O H 4, Pro4, G lu 57

12 P ro-O H 2, P ro3, G lu 9 57

13 P ro-O H , Pro 43,58 , 7 2 , 
94

(53) w ydalanie u tego samego osobnika w różnych dniach wynosiło: 
46, 60, 47, 30, 43 i 40 mg/dobę. Jeszcze m niejszy rozrzut, wynoszący 
tylko 16% m iędzy granicznym i wartościam i, podali J o n e s  i wsp. (37).

K i b r i c k  i wsp. (43) oraz M e i 1 m a n i wsp. (58) stw ierdzili 
u kilkunastu  osobników duże podobieństwo poszczególnych frakcji pepty­
dów hydroksyprolinow ych w ydalanych w moczu.

W 1955 r. W e s t a l l  (94) w ykrył dw upeptyd hydroksyprolinow y 
badając am inokwasy w ydalane w moczu. Była to prolilohydroksyprolina
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(43, 58, 72). Od tego czasu wyodrębniono kilkanaście peptydów hydro- 
ksyprolinow ych zbudowanych z kilku a naw et z dziesięciu am inokw a­
sów (9, 29, 43, 57) (tablica 3). Ich skład am inokwasowy świadczy, że 
pochodzą one z metabolicznego rozpadu kolagenu tkankowego.

D w upeptyd W estalla stanow i około 60%, a tró jpep tyd  glicylo-hydro- 
ksyprolilo-prolina — 15% wszystkich peptydów  hydroksyprolinow ych 
moczu. Układ aminokwasów w obu peptydach jest sekw encją typow ą dla 
norm alnego kolagenu (27, 86).

Należy iednak podkreślić, że większość peptydów  w ystępujących 
w  moczu otrzym ano w  m inim alnych ilościach, co ograniczało badania 
do oznaczeń jakościowych, a ponadto mogły one być zanieczyszczone 
innym i peptydam i, pow stającym i jako artefak ty  podczas w yodrębniania.

IV. Wydalanie hydroksyproliny w zależności od wieku i okresu wzrostu

O zwiększonym w ydalaniu  aminokwasów w moczu k ilkuletn ich  dzieci 
doniósł już w  1914 roku R a b i n o v i t c h  (79). B e r g e r  (6) zaobser­
w ow ał najszybciej następujące w ydalania aminokwasów do 7 dnia życia 
oraz ponowne wzmożenie w ydalania w okresie dojrzew ania płciowego. 
Przeliczając uzyskane w yniki na kilogram  wagi ciała ustalił on, że 
kilkutygodniow e niem ow lęta w ydalają względnie najw iększe ilości 
am inokwasów, a od tego okresu, aż do późnej starości następuje spadek 
z m ałym  zaham owaniem  w okresie dojrzewania.

O’B r i e n  i wsp. (10) stw ierdzili, że w moczu kilkutygodniowego 
dziecka wolna hydroksyprolina jest jednym  z kilku obficiej w ystępują­
cych aminokwasów, podczas gdy w późniejszym  okresie i u ludzi do­
rosłych w ystępuje ona w  ilościach śladowych. Przyczyną tego zjaw iska 
nie jest podwyższenie poziomu wolnej hydroksyproliny w surowicy, lecz 
najpraw dopodobniej m ała zdolność w chłaniania zwrotnego tego am ino­
kw asu w  kanalikach nerkow ych w pierwszym  okresie życia noworodka. 
Dopiero w późniejszym  okresie następuje całkowite w ykształcenie reab- 
sorpcji, co powoduje obniżanie poziomu wolnej hydroksyproliny w moczu.

O blisko dw ukrotnie w iększym  w ydalaniu wolnej hydroksyproliny 
przez młode szczury (25 M-g/dobę) w porów naniu do szczurów starych 
(14 M.g/dobę) donosili K i v i r i k k o  i L i e s m a a  (47), tłum acząc to 
w iększym  wydzielaniem  horm onu w zrostu u osobników młodych. Teo­
retyczne podstaw y do przypuszczeń, że ilość związanej hydroksyproliny 
w moczu może zależeć od szybkości wzrostu, dały badania G r o s s a  (25), 
k tó ry  stw ierdził, że u św inek m orskich wraz z wiekiem  system atycznie 
m aleją frakcje  kolagenu rozpuszczalne w zim nych roztw orach soli. Spo­
strzeżenia te potwierdzono u innych zwierząt i u ludzi (1, 8, 39, 93). 
Poniew aż rozpuszczalny kolagen jest frakcją  metabolicznie aktyw niejszą 
je j zm niejszenie w organizmie powinno powodować obniżenie się po-
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złomu związanej hydroksyproliny w moczu. Biorąc to pod uwagę J  a s i n 
i wsp. (36) porównali poziom związanej hydroksyproliny w moczu osob­
ników w różnym  wieku (tablica 4). Największe w ydalanie (w w artoś­
ciach bezwzględnych) stw ierdza się u młodzieży w okresie dojrzew ania, 
jednak po przeliczeniu na m 2 powierzchni ciała, co w edług Jasina  jest 
bardziej w łaściwe, najw iększe ilości związanej hydroksyproliny w ystę­
pują  w moczu u niem ow ląt, a najm niejsze u osobników dorosłych. B ar­
dziej szczegółowe oznaczenia, z podziałem  na jednoroczne grupy, prze­
prowadzili J o n e s  i wsp. (37) i stw ierdzili również m aksym alne w yda­
lanie całkow itej hydroksyproliny u m łodzieży w  14 i 15 roku  życia. 
Istnienie zależności m iędzy szybkością wzrostu organizm u i ilością hydro ­
ksyproliny w  moczu jest już bezsporne (19, 23, 51, 53).

T a b l i c a  4

W ydalanie hydroksyproliny z m oczem  u osobników  w różnym  w ieku (36)

L iczba H ydroksyprolina całko-

G rupa badana przypad­ wita

ków m g/dob ę m g/d o b ę/m 2

N iem ow lęta  0— 1 rok 7 32 ,7 102,2
D z iec i 1— 10 lat 21 49 ,0 66,1
M łod zież 10— 14 lat 12 103,7 80,5
D orośli 12 32,9 18,1

Z tym  zagadnieniem  łączy się w pływ  horm onu wzrostowego na m eta­
bolizm kolagenu. B a n f i e l d  (2) stw ierdził u starych chomików po 
w strzyknięciu horm onu wzrostowego, zwiększenie rozpuszczalnej w kw a­
sie octowym  frakcji kolagenu skóry. D a u g h a d a y  i M a r i z  (12) 
w ykazali przyspieszenie w budow yw ania znakowanej na węglu proliny 
do kolagenu chrząstki pod wpływ em  horm onu wzrostu.

In teresu jących  danych dostarczyły oznaczenia całkow itej hydroksy ­
proliny w moczu osobników karłow atych bądź dzieci z w yraźnym  opóź­
nieniem  wzrostu. W edług J a s i n a  i wsp. (19, 36) w ydalanie całkow itej 
hydroksyproliny u dzieci z karłow atością przysadkow ą jest k ilkakrotnie 
m niejsze niż u osobników z praw idłow ym  wrostem- A utorzy ci podając 
dwojgu dzieciom z karłow atością 2,5 mg horm onu wzrostu dziennie 
zaobserwowali w yraźne zwiększenie całkow itej ilości hydroksypro liny  
w moczu do poziomu charakterystycznego dla okresu szybkiego w zrostu. 
Po zaprzestaniu podaw ania horm onu w ydalanie hydroksyproliny obni­
żyło się do poziomu przed leczeniem.

N atom iast u pacjentów  z aktyw ną akrom egalią stw ierdzono w yda­
lanie znacznie zwiększonych ilości hydroksyproliny, które po leczeniu 
prom ieniow aniem  w racały  do norm y (5, 15, 36).

M a t i a s e v i c  i G e r s h b e r g  (56) wykazali obniżone w ydalanie 
hydroksyproliny u dwojga dzieci, u k tórych leczenie przez długi okres
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czasu kortykosteroidam i, wywołało zaham owanie szybkości wzrostu. 
U dzieci tych w czasie leczenia hormonem  w zrostu nastąpiło blisko trz y ­
kro tne przyspieszenie w zrostu i zwiększenie w ydalania hydroksyproliny 
w moczu. Po odstaw ieniu horm onu ilość tego im inokwasu zm niejszyła 
się do w artości przed leczeniem — w yraźnie niższych niż odpowiadałoby 
to danej grupie wieku. Z obserw acji tych wynika, że hormon wzrostowy 
powoduje zwiększenie syntezy kolagenu przy jednoczesnym  przyspie­
szeniu jego przem ian. Oznaczanie hydroksyproliny w moczu może być 
pomocne w rozpoznawaniu wczesnej akrom egalii może służyć jako 
wskaźnik prawidłowości w zrostu dzieci.

V. Wydalanie hydroksyproliny w różnych schorzeniach

Związek między w ydalaniem  peptydów zaw ierających hydroksypro- 
linę a m etabolizm em  kolagenu zwrócił uwagę w ielu badaczy na zagad­
nienie określania całkow itej hydroksyproliny w moczu w w ielu różnych 
schorzeniach, o k tórych wiedziano lub przypuszczano, że dotyczą prze­
m ian kolagenu lub tkanki łącznej.

O wpływie na m etabolizm  kolagenu tyroksyny, k tórej podanie 
szczurom  spowodowało wzrost hydroksyproliny w moczu donieśli 
K i v i r i k k o  i wsp. (44, 45). U pacjentów  z hypertyreoidyzm em  poziom 
hydroksyproliny w surow icy jest podwyższony, a w ydalanie zarówno 
wolnej jak  i związanej hydroksyproliny w moczu w yraźnie zwiększone 
(15, 46). Ta równoległość podwyższenia poziomu hydroksyproliny w suro­
wicy i moczu w skazuje, że powodem są zm iany w m etabolizmie kolagenu, 
a nie czynnik nerkowy. Natom iast w hypotyreoidyzm ie (41) oraz w k re ­
tynizm ie (36) stw ierdzono obniżenie w ydalania hydroksyproliny.

D rugą liczną grupę schorzeń stanow iły choroby, w których w ystępuje 
destrukcja  kolagenu związana ze znacznym  podwyższeniem w ydalania 
hydroksyproliny.

D u l i  i wsp. (14) lecząc parathorm onem  pacjentów  z niedoczynnością 
przy tarczyc zaobserwowali wzrost w ydalania w moczu najp ierw  fosforu, 
następnie wapnia, a w pięć dni później hydroksyproliny. Przypuszczają 
oni, że mobilizacja m ineralnej substancji kości jest spraw ą w tórną, 
a pierw otnie następuje degradacja kolagenu stanowiącego organiczną 
substancję podstawową kości. K e i s e r  i wsp. (42) na podstawie analo­
gicznych badań doszli do wniosku, że parathorm on powoduje rozpad 
kolagenu kości. Natom iast K l e i n  i C u r t i s  (49) uw ażają, że w hyper- 
paratyreoidyzm ie następuje przyspieszenie syntezy rozpuszczalnego ko­
lagenu kości, ponieważ u pacjentów  z tym  schorzeniem  stw ierdzono za­
równo podwyższone jak  i leżące w granicach praw idłow ych wartości 
hydroksyproliny w moczu (15, 48). Jednakże najwyższe wartości stw ier­
dzono przede w szystkim  u pacjentów  z aktyw ną postacią schorzeń, u k tó­
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rych  w ystępow ały zm iany patologiczne w kościach — co przem aw iałoby 
za koncepcją degradacji. O statnio in teresujące doświadczenia rozstrzyga­
jące tę kw estię przeprowadzili H a r r i s  i S j o e r d s m a  (30). Podaw ali 
oni szczurom znakowaną 14C-prolinę a następnie po kilku tygodniach 
w jednym  doświadczeniu i po kilku miesiącach w drugim  podaw ali 
wyciąg przy tarczyc powodując szybki wzrost w ydalania hydroksypro­
liny. W zględna aktyw ność znakowanej hydroksyproliny w moczu nie 
zm ieniała się pod w pływ em  podawania wyciągu, natom iast ilość w yda­
lonej całkowicie hydroksyproliny zwiększała się praw ie dw ukrotnie. 
G dyby wzrost w ydalania był w ynikiem  zwiększonej syntezy nowego, 
nieznakowanego kolagenu, to względna aktywność hydroksyproliny 
w moczu powinna maleć odpowiednio do przyrostu hydroksyproliny cał­
kowitej. Ponieważ zaś hydroksyprolina w ydalana w zwiększonej ilości 
na skutek działania horm onu pochodziła z uprzednio znakow anej „ s ta r­
szej” puli kolagenu, zatem  horm on przytarczyc musi działać bezpośred­
nio na dojrzały kolagen.

Główna część (40'%) całkowitego kolagenu w organizmie znajdu je  
się w substancji podstaw owej kości. Fakt ten, jak również w iększa szyb­
kość przem iany kolagenu w kościach niż w innych tkankach (24) pozwa­
lały przypuszczać, że jego katabolizm  jest głównym  źródłem  peptydów  
hydroksyprolinow ych moczu (14, 15). Zatem  wszystkie schorzenia obej­
m ujące substancję podstaw ową kości i powodujące jej destrukcję  oraz 
stany, którym  tow arzyszy wzrost aktyw ności osteoblastów pow inny w y­
wołać podwyższenie poziomu hydroksyproliny w moczu.

Liczni autorzy (5, 15, 23, 54) badając w ydalanie hydroksyproliny 
w chorobie Pageta stw ierdzili zgodnie we wszystkich badanych przypad­
kach podwyższony poziom hydroksyproliny w moczu.

Również w przypadkach inw azji kom órek nowotworowych do kości 
i jej kolagenu z towarzyszącą destrukcją tych tkanek  stw ierdzono 
U wszystkich pacjentów  zwiększone w ydalanie hydroksyproliny, przy 
czym poziom hydroksyproliny w moczu zależał od stopnia rozw oju cho­
roby (73).

W zespole M arfana obserw uje się również znaczne w ydalanie pepty- 
dowo związanej hydroksyproliny (87). J o n e s  i wsp. (38) stw ierdzili 
3— 5 razy wyższy poziom związanej hydroksyproliny w moczu pacjen­
tów z klasycznym  zespołem M arfana, w porów naniu do w artości u do­
rosłych osobników zdrow ych w odpowiedniej grupie wieku. W grupie 
chorych w wieku 11— 15 lat różnice nie były tak  znaczne ze względu na 
duże w ahania osobnicze. W prawdzie podstaw y defektu m etabolicznego 
w tym  schorzeniu są jeszcze nieznane, w iem y jednak, że obejm uje ono 
nienorm alną syntezę kolagenu połączoną prawdopodobnie z podwyższo­
nym  jego metabolizmem.

W jakim  stopniu w ydalanie peptydowe związanej hydroksyproliny 
może odzwierciedlać zm iany w m etabolizmie kolagenu zależy również
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od tego w jakim  procencie peptydy uwolnione z kolagenu tkankow ego 
przechodzą w postaci niezm ienionej do moczu. Duża ich część m ogłaby 
ulegać przem ianie do innych aminokwasów, dw utlenku węgla czy też 
mocznika. P  r  o c k o p (74) wyliczył na podstawie czasu półtrw ania n ie­
rozpuszczalnego kolagenu (50— 100 dni), że ilość hydroksyproliny pow sta­
jącej z rozkładu nierozpuszczalnego kolagenu szczura wynosi 5— 12 mg 
na dobę. Ponieważ szczury w ydalały 0,9 mg hydroksyproliny dziennie, 
a tylko około 2/3 tej ilości pochodziło z nierozpuszczalnego kolagenu, za­
tem  w edług Prockopa zaledwie 5— 10°/o hydroksyproliny pow stającej 
w skutek  rozpadu nierozpuszczalnego kolagenu jest w ydalane do moczu 
(rysunek 1).

PROLINA 

(A ktyw ow ana  Hydroksypro/ina)

0.15M Naci 
Kolagen 

rozpuszczalny
Kolagen 

-► słabiej 
rozpuszczalny

Kolagen
nie­

rozpuszczalny

Wolna Hydroksypro/ina 
i

Peptydy Hydroksyprotinowe

CO2 + Mocznik Hydroksypro/ina
moczu

Wolna Hydroksypro/ina 
i

Peptydy Hydroksyprolinowe

90-95%

COU + M oczn ik

Rys. 1. Rozpad rozpuszczalnego i nierozpuszczalnego kolagenu do wolnej hydroksy­
proliny i peptydów hydroksyprolinowych moczu (55)

VI. Uwagi końcowe

Poziom  hydroksyproliny w moczu osobników zdrowych jest względnie 
s ta ły  i dzięki tem u oznaczanie jej może mieć znaczenie kliniczne w n ie­
k tórych  schorzeniach. Na pierwszym  m iejscu wym ienić należy diagno­
stykę i ocenę efektów leczenia chorób tarczycy, szczególnie w tych  przy­
padkach, w których niemożliwe jest oznaczenie związanego z białkiem  
jodu. Ponadto oznaczanie hydroksyproliny w moczu może służyć jako 
w skaźnik odpowiedzi organizm u na terapię horm onem  w zrostu a także 
określać stopień aktyw ności akrom egalii oraz postęp choroby w n iek tó­
rych  schorzeniach kości.

Po pierw szych doświadczeniach w skazujących na powiązanie prze­
m iany kolagenu z w ydalaniem  hydroksyproliny spodziewano się znaleźć 
najw yższe wartości tego am inokwasu w schorzeniach obejm ujących 
uogólnione zm iany w tkance łącznej. Dlatego też chorzy z rheumatoid

http://rcin.org.pl



[11] H Y D R O K SY P R O L IN A  W M OCZU 129

arthritis, lupus erythematosus  i skleroderm ią stanow ili pierw szą grupę 
pacjentów , u k tórych zbadano w ydalanie hydroksyproliny w  moczu. 
Jednak  otrzym ane dla tej grupy chorych w artości nie odbiegały znacz­
nie od praw idłow ych (99). Jedynie  w aktyw nej fazie skleroderm ii za­
obserwowano dw ukrotnie wyższe niż u zdrow ych ilości hydroksyproli­
ny w moczu. Nie stw ierdzono podwyższonego poziomu peptydów  hy- 
droksyprolinow ych w moczu podczas poporodowego zw ijania się macicy 
u szczurów (96) pomimo znikania w tym  okresie znacznych ilości kola­
genu z tkanek. Fakt ten  można częściowo tłum aczyć tym , że kolagen 
całego organizm u lub naw et pojedynczej tkank i nie może być uw ażany 
za homogeniczny. Większość tkanek  zaw iera kolagen o różnej rozpusz­
czalności i o różnej szybkości odnowy (33) a ilość w ydalanej hydroksy­
proliny będzie zależna od tego jaka frakcja  jest objęta schorzeniem . 
Z drugiej strony, zgodnie z sugestią P r o c k o p a  (74), być może tylko 
m ała część uwolnionej z kolagenu hydroksyproliny jest w ydalana w mo­
czu w postaci niezm ienionej. Zatem  tylko znaczne zm iany m etabolicz­
ne kolagenu powodowałyby w yraźne zm iany ilości w ydalanej w  moczu 
w olnej i związanej peptydow o hydroksyproliny. Poglądy Prockopa w y­
m agają jeszcze potw ierdzenia, tym  bardziej, że dostające się do krw i 
peptydy hydroksyprolinow e są szybko w ydalane do moczu. W skazują 
na to śladowe ilości tych  peptydów  w norm alnej surow icy ludzkiej oraz 
szybkie obniżanie ich poziomu w surow icy i pojaw ianie się ich w  mo­
czu w przypadku obciążenia organizm u ludzkiego żelatyną lub innym  
białkiem  bogatym  w hydroksyprolinę.

Nie wyjaśniono jeszcze czy nierozpuszczalny kolagen, tak  jak  frakcja  
kolagenu rozpuszczalnego rozpada się bezpośrednio do peptydów  moczu 
czy też przekształca się przed rozpadem  w bardziej rozpuszczalną for­
mę (rysunek 1). Ponadto nie wiadomo, czy słuszne są dotychczasowe 
poglądy o pochodzeniu peptydowo związanej hydroksyproliny w  moczu. 
O statnie badania (14) przy  zastosowaniu proliny znakowanej na węglu, 
w skazywałyby, że wolna i związana hydroksyprolina w  moczu pocho­
dzą zarówno ze świeżo zsyntetyzow anych cząsteczek kolagenu, które 
tworzą tak  zwany rozpuszczalny kolagen tkanek  jak  i z rozpadu dojrza­
łych nierozpuszczalnych włókien kolagenowych.
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J A N  HANKIEW ICZ*

Metody automatyczne w biochemii klinicznej z zastosowaniem 
autoanalizatora

Automatic Methods in Clinical Biochemistry with Use of the Autoanalyzer

General principles of automatic methods using the autoanalyser in clinical 
biochemistry are described.

Jednym  z podstawowych elem entów racjonalizacji w analityce jest 
autom atyzacja. Częściowa lub całkow ita autom atyzacja analizy chemicz­
nej zm niejsza czas w ykonania i koszty analizy, wym aga jednak  zasto­
sowania odpowiedniej aparatury . Największe dotychczas zastosowanie 
w praktyce znalazły autoanalizatory am erykańskiej firm y Courtesy  
Technicon Instrum ent Corpor. Chauncey N.Y .  M etodę analizy au tom a­
tycznej opartą na posługiwaniu się autoanalizatorem  przedstaw ił po raz  
pierw szy w roku 1957 S k e g g s (30) w Stanach Zjednoczonych, a póź­
niej również inni autorzy (5, 22). A utoanalizatory są aparatam i w za­
sadzie zupełnie prostym i w budowie, a że w ydajność ich jest duża, szybko 
am ortyzują się i, mimo wysokiej ceny, są opłacalne. Szczególnie szero­
kie zastosowanie znalazły one w biochemii klinicznej. W niedługim  cza­
sie wygasa ochrona patentow a i wyłączność produkow ania au toanali- 
zatorów przez firm ę Technicon  można więc spodziewać się, że staną się 
one bardziej dostępne również dla naszych laboratoriów  klinicznych.

I. Możliwości zastosowania autoanalizatora

Analiza za pomocą autoanalizatora opiera się na ciągłym  pobiera­
niu badanego m ateriału  (aspiracja) i dzieleniu go na porcje (segm entacja). 
Przeznaczony do badania m ateriał można wprowadzić do apara tu  bezpo­
średnio lub po odpowiednim w stępnym  przygotowaniu.

Pobieranie m ateriału  bezpośrednio z przepływ ającego strum ienia  
znajduje szczególne zastosowanie w analizie przem ysłow ej do badania 
stężeń różnych leków, antybiotyków  (8, 11), alkoholo-cukrów, estrów

* Dr med., dr fil., adiunkt I Kliniki Chorób Wewnętrznych Śląskiej Akadem ii 
Medycznej w  Katowicach.
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i innych  związków (11, 24). Sprzężenie autoanalizatorów  z urządzeniem  
sygnalizacyjno-regulacyjnym  umożliwia autom atyczną kontrolę procesu 
technologicznego.

Bezpośrednia aspiracja m ateria łu  biologicznego od pacjenta (krew, 
mocz, sok żołądkowy, w ydzielina z przetoki, z ran) daje możliwość s ta ­
łej kontroli różnych składników, na przykład poziomu mocznika, po ta­
su, transam inaz, rezerw y alkalicznej — przy zagrożeniu mocznicą lub 
kwasicą oddechową i ustalaniu  w skazań do stosowania sztucznej nerk i 
i płuco-serca. Można również tym  sposobem badać wpływ  różnych p repa­
ratów  na stan chorego (7, 36), a także skutki obciążenia organizm u na 
przykład glukozą, żelazem, czy preparatam i horm onalnym i.

W biochemii klinicznej najczęściej jednak badany m ateriał w ym aga 
przygotow ania (rozcieńczenia, odbiałczenia, ekstrahow ania itp.) przed 
analizą, a wówczas do autoanalizatora w prowadza się zbiór poszczegól­
nych próbek: krw i, moczu, płynu mózgowo-rdzeniowego, soku żołądko­
wego, lub dwunastniczego, w yciągu tkankowego itp. pobranych uprzed­
nio od pacjenta (22, 30).

Zastosowanie autom atycznej analizy w biochemii klinicznej podlega 
pew nym  ograniczeniom. M etody te j nie należy stosować, gdy liczba ana­
liz jest zbyt mała, ponieważ czas potrzebny do przygotow ania apara tu  
i standardów  oraz ocena krzyw ych znacznie przekracza czas w ykona­
nia analizy norm alnym  sposobem. A utom atyczny tok analizy nastaw iony 
jest na m etody m ikro lub półmikro, to też nie jest w skazane stosowanie 
go, jeżeli dana m etoda w ym aga zbyt dużej ilości m ateriału , czy odczyn­
ników, jeżeli stosunki ilościowe badanego m ateriału  i odczynników są 
bardzo rozbieżne, lub też jeśli ilość m ateriału  w poszczególnych prób­
kach jest różna, co pociąga za sobą konieczność przeliczeń. Nie można 
także stosować autoanalizatorów , jeżeli oddzielenie badanego składnika 
za pomocą dializy nie w ystarcza, jeżeli tok analizy wym aga ekstraho­
w ania, sączenia, przem yw ania, destylacji, odparow ania itp. oraz jeśli 
p rodukt badany nie jest w stanie płynnym . Nie można też oczywiście 
stosować autom atycznej analizy jeżeli jej w yniki budzą zastrzeżenia, 
są niepow tarzalne i zbyt rozbieżne w stosunku do wyników uzyskanych 
m etodam i m anualnym i.

II. Wyposażenie autoanalizatora

Zestaw  aparatów  autoanalizatora składa się: z odbieralnika próbek, 
pom py rozdzielczej w raz z zestawem  przewodów służących do m echa­
nicznego prowadzenia analizy, dializatora, term ostatu , kolorym etru w raz 
z prostow nikiem  oraz re jestra to ra  zapisującego w yniki analizy (rysu­
nek 1).

http://rcin.org.pl



[3] A U T O A N A L IZ A T O R Y  W K L IN IC E 135

7 6 5 4 3 2 1

Rys. 1. Schemat autoanalizatora firmy Technicon Instr. Corp.

W skład wyposażenia autoanalizatora wchodzą też zestawy odczynni­
ków dostosowane do rodzaju zam ierzonych badań. Przygotow uje się je 
w ilościach przew idzianych do w ykonania analizy — zwykle z dodat­
kiem  substancji zm niejszającej napięcie powierzchniowe. Ilość odczyn­
ników zużyw anych w m etodzie autom atycznej jest niewielka, co obniża 
koszt badania.

Odbieralnik  służy do pobierania m ateriału  i przekazyw ania go do 
badania. Jest on wyposażony w m otorek obracający tarczę w sposób 
nieciągły z umieszczonymi na obwodzie próbkam i, pobieranym i za po­
mocą m ałej zgiętej rurk i. Szybkość poruszania się tarczy można regu ­
lować — zależnie od potrzeby i ilości próbek (20, 40 i 60 na godzinę).

Istn ieją  dwa typy  odbieralników. Typ I ma na tarczy obrotow ej 40 
jednego rozm iaru m iejsc na próbki. Ponieważ każda z nich m usi być 
obstaw iona próbką zerową (wartość odniesienia) zatem  tylko połowa 
miejsc na tarczy stanow i o rzeczywistej wydajności badania w ynoszą­
cej, zależnie od szybkości ruchu  tarczy 10, 20 lub 30 oznaczeń na go­
dzinę. O dbieralnik typu II wyposażony jest w płuczkę autom atycznie 
w ypełniającą się płynem  zerowym, dzięki czemu nie traci się połowy 
m iejsc na tarczy, a ponadto — w m ikrom ieszalnik i urządzenie sygnali­
zacyjne, które włącza się autom atycznie z chwilą zakończenia pobiera­
nia m ateriału . Zakres szybkości odbieralnika typu  II wynosi od 10 do 
120 próbek na godzinę. Jego tarcza ma większe otwory, co pozwala sto­
sować naczynia do próbek w trzech rozm iarach: m ikro (0,1 do 2,0 ml), 
standard  (2,5 ml) i m akro (10 ml).

Pompa rozdzielcza składa się z synchronicznego m otorka sprzężonego 
z układem  walców, które umieszczone są na równoległych łańcuchach 
tworzących pas transm isyjny . Układ ten  obracając się dociska m etalo­
wymi w alcam i biegnące pod nim  polietylenowe przew ody do bakelito ­
wej p ły tk i i w ypycha ich zawartość w kierunku dalszych aparatów  — 
równocześnie zasysając nową porcję płynów. Działanie ssąco-tłoczące 
zapewnia przepływ  strum ieni i odpowiada pipetow aniu w technice m a­
nualnej.
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W zasadzie szybkość poruszania się m etalow ych walców jest stała. 
W nowszych typach pomp rozdzielczych istnieje dodatkow y m otorek, 
k tóry  um ożliwia uzyskanie obok norm alnej również i większej szyb­
kości stosowanej przy przepłukiw aniu aparatu . Pom pa rozdzielcza może 
swą czynność ssąco-tłoczącą prowadzić równocześnie dla 12 przewodów. 
Zestaw tych przewodów jest zasadniczym  elem entem  analizy autom a­
tycznej. Przeznaczeniem  i rolą tej części aparatu  jest nie tylko przewo­
dzenie ale także i program ow anie całej analizy. Tu odbywa się rozdział 
ilościowy badanego m ateria łu  i odczynników, ich segm entowanie za po­
mocą gazu, mieszanie, a także przedłużanie czasu reakcji. Do 'mieszania 
i segm entowania służą różnych kształtów  łączniki szklane (najprostsze 
z nich to „T” , „H” i „K aktus”) i kolum ny spiralne o różnej długości 
(pojedyncze i podwójne) i o różnych przekrojach. Zastosowanie odpo­
wiednich kolum n szklanych um ożliwia również przedłużenie czasu re ­
akcji.

Dobór przewodów i łączników zależy od rodzaju analizy i m etody 
oznaczania. Przez przewody, stosownie do ich przekroju, może przepły­
wać od 0,3 do 3,9 m l cieczy na m inutę przy 40 oznaczeniach na godzinę. 
Rodzaj m ateriału , z którego zbudowane są przewody zależy od ich prze­
znaczenia: Trygon  — stosow any jest do cieczy wodnych, słabych kw a­
sów i odczynników o odczynie alkalicznym ; Solvajlex  — do rozpuszczal­
ników organicznych, szczególnie alkoholi, nie nadaje się natom iast do 
aldehydów, ketonów i chlorowęglowodorów; Silastic — do stężonego 
kwasu octowego lub jego bezwodnika; Acidflex  — do stężonych kw a­
sów m ineralnych i różnych alkoholi.

Znając przekroje przewodów i czas pobierania m ateria łu  przez od­
bieralnik można sam em u obliczyć w zajem ne proporcje m iędzy ilością 
próbki badanej a ilością odczynników. Proporcje takie obliczone przy-

T a b l i c a  1
Proporcje ilościow e m ateriału  badanego i odczynników  przy autom atycznym  

oznaczan iu  m ocznika

Przekrój 
przew od ów  
(w calach )

O bjętość w  m l pobierana dla każdej 
próbki m ateriału  badanego —  przy 

liczb ie pobieranych  próbek na godzinę
Rodzaj pobieranego m a­

teriału

20 40 60

0 ,0 3 0 0 ,6 0,3 0 ,2 próba badanego m ateriału
0 ,045 2,1 1,05 0 ,69 pow ietrze
0,081 7,5 3,75 2,50 0,9%  N aC l +  alkohol ka­

prylow y
0,081 7,5 3,75 2,50 dw uacetylom onooksym
0,056 3 ,0 1,50 0,99 pow ietrze
0,081 7,5 3,75 2,50 H 2SC>4 i 50%  A s2O s

*  1 cal 25,4 mm
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kładow o dla autom atycznego oznaczania azotu mocznika przedstaw ia 
tablica 1. Zwykle jednak firm a Technicon  dostarcza gotowe schem aty, 
łącznie z zaprogram ow anym  zestawem  przewodów.

Dializator działa na zasadzie dyfuzji składników  przez błonę pół- 
przepuszczalną między strum ieniem  cieczy analizow anej, będącej m iesza­
niną badanego m ateriału  i różnych odczynników, a strum ieniem  cieczy, 
„odbierającej” , to jest roztw orem , do którego następuje dyfuzja. W ana­
lizie autom atycznej dializa zastępuje wszelkie czynności stosowane 
w  metodzie m anualnej dla oddzielenia różnych substancji jak w ytrącanie, 
sączenie, destylowanie, ekstrakcje itp.

Rys. 2. Schemat przebiegu analizy automatycznej na przykładzie mocznika

Zależnie od charakteru  błony półprzepuszczalnej, jedne składniki dy- 
fundują  do odbieralnika, inne nie (rysunek 2). Ilość przedyfundow ane- 
go składnika zależy od jego stężenia, czasu trw an ia  dyfuzji, wielkości 
powierzchni dyfuzyjnej i tem peratu ry . Jeżeli trzy  ostatnie param etry  
są stałe, to ilość oddializow anej substancji będzie w prost proporcjonal­
na do jej stężenia w badanym  roztworze.

Zw ykle badany składnik  nie zostaje całkowicie oddializowany do 
płynu odbierającego, na przykład przy oznaczaniu glukozy dyfunduje 
tylko około 9°/o, a przy oznaczaniu mocznika — przeciętnie 50%, jed­
nakże procent ten musi być stały.

W analizie autom atycznej stosuje się dwa rodzaje dializatorów: po­
jedynczy lub też zaw ierający dwie błony półprzepuszczalne, o m niej­
szych (typ B) i w iększych (typ C) porach.

Obie ciecze: dializow ana i odbierająca po w yjściu z dializatora mogą 
być włączone w tok dalszego badania. Jeżeli program  przew iduje ozna­
czanie składnika przedyfundow anego do cieczy odbierającej, wówczas 
ten w łaśnie strum ień idzie do dalszej analizy, a drugi (górny na ry sun ­
ku 2), zwykle przeprow adzony jeszcze przez pompę rozdzielczą, skiero­
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w any zostaje do zlewu. Często jednak  i w tym  strum ieniu  oznacza się 
jeszcze inne składniki, k tóre dyfundow ały m inim alnie lub wcale nie 
dyfundow ały. Analizow any składnik dyfunduje  bezpośrednio do od­
czynnika, z którym  najczęściej daje  od razu reakcję barw ną, albo też 
reakcję w stępną do niej.

Łaźnia termostatowa. S trum ień  zaw ierający badany składnik po 
przejściu przez dializator idzie do term ostatu , w k tórym  następuje „doj­
rzew anie” reakcji barw nej. T em peratura  i czas przepływ u muszą być 
dostosowane do w arunków  tej reakcji. Term ostat zapewnia również 
u trzym anie stałej tem pera tu ry  przy kolorym etrow aniu.

Łaźnie term ostatow e w ypełnione są olejem  — dla tem pera tu ry  po­
nad 70°C, lub wodą — dla tem pera tu ry  niższej. Zanurzony w nich układ 
ru rek  spiralnych m a długość przew ażnie około 12 m etrów  i przekrój 
1,6 do 1,8 mm. Czas potrzebny do przejścia przez nie strum ienia wynosi 
około 5—8 m inut.

Kolorym etr  wyposażony jest w  dwa układy fotoelektryczne: źródło 
św iatła (lampa wolframowa) i uk ład  pom iaru transm isji (rysunek 3), 
łącznik prądu i w ym ienne filtry . Nowszy typ ma dodatkowe urządzenie 
do regulacji punktu  zerowego i m aksym alnej transm isji przez zmianę 
natężenia prądu.

N ajw ażniejszą częścią kolorym etru  jest kuw eta. K uw eta m akro (ry­
sunek 3) składa się z trzech połączonych ze sobą ru rek  szklanych, z któ­
rych pierwsza służy do odpowietrzania strum ienia, druga — do właści­
wego pom iaru kolorym etrycznego, trzecia — do ponownego segm ento­
w ania strum ienia i odprowadzenia go na zewnątrz. Część, w którym  
odbywa się pom iar może mieć przekrój od 1 do 10 mm. K uw eta m ikro 
składa się z jednego zespołu szklanego, a grubość w arstw y kolorym e- 
trow anej wynosi 15 mm (rysunek 4).

Rejestrator. S trum ień św iatła przepuszczony przez w arstw ę badanej 
w kolorym etrze cieczy pada na odbieralnik fotoelektryczny reagujący 
zm ianą natężenia prądu na różne nasilenie zabarwienia. P rąd  ten, odpo­
wiednio wzmocniony przetw arzany jest na energię m echaniczną po­
trzebną do uruchom ienia pisaka.

Czułość re jestra to ra  regulu je  się tak, aby objęła ona skrajne w ar­
tości pom iaru badanego składnika. Jeżeli reakcja polega na tworzeniu 
się barw y, czyli zm niejszaniu transm isji (T), wówczas linia podstawowa 
pow inna znajdow ać się w zakresie 95— 100% T (pomiar bezpośredni). 
Jeżeli natom iast reakcja kolorym etryczna przebiega ze zwiększeniem  się 
transm isji, czyli zabarw ienie zanika ze w zrostem  stężenia składnika ba­
danego (na przykład glukozy, COz, dehydrogenazy mleczanowej), wów­
czas linia podstawowa powinna znajdow ać się w zakresie 0— 5%  T (po­
m iar pośredni, albo odwrócony).

R ejestrato r może być jedno- lub dwupisakowy. W dwupisakowym  
rejestra to rze  są dwa układy sprzężone z dwoma różnym i kolorym etram i,
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Rys. 3. Schemat procesu kolorymetrowania

1/ 2" STANDARD TULE3KA 
1 /8 "  I D. x 3 /1 6 "  0. D.

1 /2 "  ACIDFLEX TULEJKA 
0 045" i .D .

1 /2 “ STANDARD TULEJKA 

1 /a "  I .D . x 3 /1 6 "  0. D.

1 / 2 “ ACIDFLEX TULEJKA 
0 .0 4 5 *  I.D .

l/s" I .D .  x 1 /4 ” O.D. STANDARD-DO ZLEWVJ 

~ Q , - ^ p o w i e t r z e  DO ZLEWU

II i r 5 /8 "  TULEDKI Z 0 .0 8 1 "  ACIDFLEX

0 .0 6 2 "  I.D . A C ID F L E X -Z tAZN I

0 .0 8 1 ” ACIDFLEX -  DO POMPY

1 /2 *  ACIDFLEX TULEJKA- 0.081 * I.D .

PRZESTRZEŃ O PTYCZNA

4 '  0 . 0 3 4 “ x 0 .0 6 0 "  
POLYETYLŁN

Rys. 4. Zasada budowy mikrokuwety w  kolorymetrze autoanalizatora
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co pozwala równocześnie rejestrow ać stężenie dwóch różnych składni­
ków. Tego typu re jes tra to ry  stosuje się szczególnie do zapisywania w y­
ników o znacznie rozbieżnych w artościach (na przykład Na i K, Cl i C 0 2), 
względnie w tedy, gdy jeden ze składników  oznacza się przez pom iar 
bezpośredni drugi zaś przez pom iar odwrócony (na przykład glukoza 
i mocznik, glukoza i kreatynina).

Poza omówionymi wyżej stałym i elem entam i wyposażenia tak  zwa­
nego standardow ego autoanalizatora istn ieją  jeszcze apara ty  dodatkowe 
jak: fotom etr płomieniowy, ogniwo czułe na tem peraturę, m ostek kon- 
duktom etryczny, urządzenie do mokrego spalania, re jes tra to r do pom ia­
ru  ag lu tynacji elem entów  kom órkowych itp. Zastosowanie ich zwięk­
sza możliwość w ykorzystania analizy autom atycznej w biochemii k li­
nicznej.

III. Obsługa autoanalizatora

Pom pę rozdzielczą włącza się przez przyciśnięcie przewodów ukła­
dem  m etalow ych walców. A parat przepłukuje się przez 15 m inut wodą 
destylow aną lub rozcieńczonym kwasem  solnym  albo octowym, bądź 
też jeżeli w ykonuje się zawsze tego samego rodzaju  badania, od razu 
odczynnikam i kontrolując szczelność połączeń. N astępnie przewód prze­
znaczony do pobierania próbek umieszcza się w wodzie lub w innym  
płynie odniesienia, równocześnie w łączając dializator, term ostat i kolo- 
rym etr. Po dalszych 15 m inutach włącza się re jes tra to r i ustala  na nim 
linię podstawową.

P róbki ustaw ia się na tarczy obrotowej w następującej kolejności: 
najp ierw  conajm niej dwie próby standardow e o skrajn ie dużych stęże­
niach celem  ustalenia zakresu transm isji (na przykład 350 m g%  glu­
kozy, 300 mg°/o mocznika, 200mEq/l Na itp.), potem  właściwe próbki 
standardow e o kolejno w zrastających stężeniach, a następnie próby ba­
dane przeplatane co 5 m iejsc standardem  o stężeniu odpowiadającym  
w artości praw idłow ej (na przykład 100 mg'% glukozy, 30 mg°/o mocz­
nika, 20 mg°/o K itp.). Gdy pierwsza próba podejdzie do kolorym etru, 
ustala  się czułość pom iaru na rejestrato rze  i regulu je jego zakres (tak 
zwana lin ia m aksym alnego pomiaru) przez regulację natężenia prądu 
lub zm ianę rozcieńczenia odczynników albo m ateriału  pobranego do ba­
dania. Aby zwiększyć zakres transm isji płyn odniesienia przygotowuje 
się często z dodatkiem  badanego składnika (na przykład 50 mg®/o glu­
kozy, 10 mg°/o mocznika, 50 m Eq/l Na itp.).

Od chwili ukończenia pobierania m ateriału  należy odczekać aż re ­
jes tra to r zacznie znowu w ykreślać linię podstawową, gdyż dopiero w tedy 
analiza jest skończona. Uzyskane krzyw e ocenia się porów nując z krzy­
wą standardow ą.
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Badanie za pomocą autoanalizatora jest opłacalne gdy ilość analiz 
jest w iększa niż 20, a przy gotowym  zestawie odczynników — gdy w y­
nosi ona conajm niej 10. W niektórych laboratoriach posiadających wiele 
autoanalizatorów  stosuje się je również przy m niejszej liczbie analiz, 
aby otrzym ać rejestrac ję  wyników dla celów dokum entacyjnych. A uto- 
analizatory  w ym agają stałego nadzoru technicznego ze strony  specjal­
nie wyszkolonego pracownika, to też tym  bardziej się opłacają, im  w ię­
cej jest ich w laboratorium .

IV. Omówienie niektórych metod

W iele m etod używ anych w biochemii klinicznej przystosowano już 
do w ykonania za pomocą autoanalizatorów .

A utom atyczne oznaczanie glukozy we krw i, lub w płynie mózgowo- 
rdzeniow ym  (10, 14) oparte jest na opisanej w roku 1937 m etodzie re ­
dukcyjnej (13), k tó ra  — ze względu na niebezpieczeństwo kon tak tu  
z KCN — nie była w użyciu. Próbkę rocieńcza się roztw orem  fizjolo­
gicznym  soli. S trum ień odbierający podczas dializy zaw iera żelazicyja- 
nek potasu i KCN (rysunek 5). Zm ianę zabarw ienia żelazicyjanku pod 
w pływ em  redukującego działania glukozy m ierzy się przy 420 nm  (mi- 
krokuw ety 15 mm).

A utom atyczne oznaczanie m ocznika (31) w oparciu o m etodę M a r ­
s h a  i wsp. (21). Mocznik dyfunduje  do roztw oru zaw ierającego dw uace-

D O L N E  | G Ó R N E  
P O Z I O M Y©

Rys. 5. Schemat automatycznego oznaczania glukozy (60 oznaczeń/godzinę)
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tylomonooksym, ałun żelazowo-amonowy oraz kwasy siarkow y i fosfo­
rowy. W tem peraturze 95° dwuacetylom onooksym  hydrolizuje do dw u- 
acetylu, dającego z mocznikiem  reakcję barw ną.

A utom atyczne oznaczanie cholesterolu za pomocą au toanalizatora 
(17, 18), oparte jest na metodzie (40), w edług której w obecności stężo­
nego kw asu siarkowego i kw asu octowego tw orzy się kompleks barw ny  
z FeCl3. Do analizy stosuje się przygotow any ręcznie wyciąg izopropa- 
nolowy surow icy (1:10).

Hemoglobinę oznacza się autom atycznie (12) na znanej zasadzie u tle ­
niania jej żelazicyjankiem  potasu a następnie przeprow adzeniu w cy- 
janohemoglobinę.

Ilościową m etodę autom atycznego oznaczania album in polegającą na 
reakcji barw nej z kwasem  2-(4-hydroksybenzeno)-benzoesowym  (HABA) 
opracował S t e v e n s  (34) w oparciu o metodę N u t s t e i r ^ a  i wsp. (27) 
oraz W r e m a  i F l e i c h m e i r a  (37). Stosując odczynnik biuretow y 
w oparciu o m etodę W e c h s e l b a u m a  (35) można według tego sa­
mego program u oznaczyć białko całkowite.

Do autom atycznego oznaczania fosfatazy kw aśnej przystosowano (28) 
metodę P o w e l l a  i S m i t h a  (23). Na podobnej zasadzie oparta jest 
też m etoda autom atycznego oznaczania fosfatazy zasadowej (20).

Autom atyczne oznaczanie am inotransferazy asparaginianow ej (20) 
opiera się na metodzie B a b s o n a (1). Zasadą jej jest reakcja  barw na 
powstającego pod działaniem  enzymu kwasu aceto-octowego z solą so­
dową chlorku 6-benzam ido-4-m etylooksym -toluidyno-dwuazowego (tak 
zw any Azoene Fast Violet B). (rysunek 6).

Próbki surowicy inkubuje się z substratem  w term ostacie o tem pera­
turze 37°C, a następnie miesza z odczynnikiem  dającym  reakcję barw ną 
i ocenia się natężenie zabarw ienia w m ikrokuwecie o grubości 15 mm 
przy 550 nm. Autom atyczne oznaczanie am inotransferazy alaninowej 
(30) oparte jest na kolorym etrycznym  oznaczaniu kwasu pirogronowego 
(25). P rzy  oznaczaniu fosfataz i transam inaz w autoanalizatorze dla każ­
dej próbki w ykonuje się „ślepą” próbę (bez surowicy).

W metodzie autom atycznego oznaczania wapnia (16), jest on d iali­
zowany w odczynie kw aśnym  do roztw oru kom pleksonu kreazoftaleino- 
wego, gdzie zostaje związany, tworząc następnie z dw uetyloam iną w śro­
dowisku zasadowym  związek barw ny.

Do autom atycznego oznaczania chlorków w surow icy przystosowano 
(32) m odyfikację kolorym etryczną m etody rodankow ej (39).

Autom atyczne oznaczanie fosforu nieorganicznego opracował L u n -  
g r e n (19) w oparciu o m etodę F i s k e  i S u b b a r o w a  (9).

M etoda równoczesnego oznaczania sodu, potasu, chlorków i C 0 2 opra­
cowana przez zespół pracowników Technicon  (6) jest przykładem  w y­
korzystania jednej próbki do równoczesnego badania w ielu składników. 
Odpowiednio rozcieńczony m ateriał przechodzi przez dializator — gdzie

http://rcin.org.pl



TR
A

N
S 

AM
 

IN 
AZ

 
A. 

GL
UT

EM
 

I N
O 

- 
SZ

CZ
AW

 
lO

O
C

TO
W

A
 

(G 
O

T)

R
ys

. 
6. 

Sc
he

m
at

 
au

to
m

at
yc

zn
eg

o 
oz

na
cz

an
ia

 
am

in
ot

ra
ns

fe
ra

zy
 

as
pa

ra
gi

ni
an

ow
ej

W

Pi

http://rcin.org.pl



144 J . H A N K IEW IC Z [12]

N a+ i K + dyfundują  do strum ienia odbierającego, k tóry  zawiera określo­
ny skład elektrolitów  (podwyższony próg dla N a+ i sole litu  jako ele­
m ent prowadzący). S trum ień ten  przechodzi następnie do fotom etru 
płomieniowego, gdzie oznacza się N a+ i K + równocześnie, dzięki zastoso­
w aniu  dwóch fotokom órek wyposażonych w odpowiednie filtry , a w y­
nik  zostaje zapisany przez re jes tra to r zaopatrzony w dwa pisaki. S tru ­
m ień (górny) zaw ierający próbkę badanego m ateriału  po w yjściu z d ia­
lizatora zaw raca na pompę rozdzielczą i miesza się z kwasem  siarko-

T a b l i c a  2
M ożliw ości zastosow ania autoanalizatorów

W yposażenie aparaturowe R odzaje badań

W yp osażen ie standardowe: odbieracz próbek  
pom pa rozdzielcza, dializator, term ostat, kolo-  
rym etr, rejestrator jednopisakow y

W yposażenie standardow e, dwa kolorym etry, 
rejestrator z dw om a pisakam i

W yp osażen ie standardow e i fotom etr p łom ie­
n iow y

W yposażenie standardow e oraz fotom etr p łom ie­
n iow y , dw a kolorym etry, dw a rejestratory 
dw upisakow e

W yp osażen ie standardow e oraz dodatkowo: 
pom pa rozdzielcza, zestaw  przew odów , d ia li­
zator, term ostaty,kolorym etr specjalny,rejestra­
tory  dw upisakow e

W yp osażen ie standardow e oraz fluorym etr

W yp osażen ie standardow e oraz urządzenie do 
m okrego spalania

W yp osażen ie standardow e i zestaw  do chro­
m atografii

W yp osażen ie standardowe z dodatkow ym  urzą­
d zen iem  liczącym  komórki i rejestratorem  dw u- 
p isakow ym

A parat do elektroforezy oraz w yposażenie  
standardow e autoanalizatora z dw om a progra­
m am i, z dw iem a pom pam i rozdzielczym i, ka­
m erą z  odpow iedn im  układem  optycznym  
z rejestratorem  i integratorem

O dbieralnik , dw ie pom py rozdzielcze układ 
k olu m n  m ieszaln iczych , dekantyzatory, urzą­
dzen ie  do rejestrowania na b ibule

A lb u m in y , białko, R N , am ylaza, b ib liru- 
bina, cholesterol, esteraza cholinow a, C O  
glukoza,hem oglobina,kw as m oczow y, m o cz­
nik, inulina, kreatynina, fosfor nieorganicz­
ny, fosfatazy, transam inazy, F e 3+, C u2+, o d ­
czyn  w iązania dopełniacza, odczyn  hem a- 
glutynacyjny

R ów noczesne oznaczenie: kreatyniny, kwa­
su m oczow ego, w zględ n ie kreatyniny i 
m ocznika, Ca2+ i P O 3- całkow itego białka  
i a lbum in , kwasu m oczow ego  i P O 3-, am i- 
notransferaz asparaginianowej i alaninowej 
oraz dehydrogenazy m leczanow ej

R ów noczesne oznaczenia N a + i K +

R ów noczesne oznaczenie: N a +, K +, CO  
i C l~ N a +, K +, C l-  i kreatyniny

R ów noczesne oznaczenie: N a +, K +, C O  ~, 
ogólnej ilośc i białka, album iny, glukozy, 
m ocznika itp.

Ca2+, M g 2+, cholesterol, katecholam iny, 
kwas salicylow y, fenyloalanina i enzym y  
współdziałające ze zred N A D

A zot całkow ity (K jeldahl), jod  zw iązany  
z białkiem

K w asy am inow e, peptydy, cukry

R ów noczesne oznaczanie: h em oglob in y , 
erytrocytów  i leukocytów

Elektroforeza białek, frakcjonowanie białek  
i nukleotydów

O znaczenie grup i podgrup krwi
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wym. W yzw alający się C 0 2 adsorbuje się w roztworze NaOH zabarw io­
nym  fenoloftaleiną. Stopień jej odbarw ienia oceniany za pomocą kolo- 
rym etru  I i zapisany na rejestrato rze II jest m iarą tej adsorpcji, czyli 
ilości wydzielonego COz. Następnie strum ień poddany zostaje ponownej 
dializie przy użyciu błony półprzepuszczalnej o innym  wym iarze porów. 
Wówczas dyfundują  chlorki do cieczy odbierającej, k tóra zaw iera od-, 
czynnik dający z nim i reakcję barw ną. Ocenia się ją przy użyciu kolory- 
m etru  II i zapisuje na rejestrato rze II — z dwoma pisakam i, dla C 0 2 
i Cl. Ostatnio opracowano m odyfikację tej m etody um ożliw iającą ozna­
czanie również wapnia (3).

Opisano także in teresujące m etody autom atycznego oznaczania że­
laza (38), k rea tyn iny  w moczu (2), stopnia aglutynacji krw inek czerw o­
nych, oznaczania grup krw i (26), czasu krzepnięcia i innych testów  se­
rologicznych, a w prowadzenie przystaw ki fluorym etrycznej pozwoliło 
dostosować do analizy autom atycznej oznaczanie wapnia, m agnezu, fe- 
nyloalaniny, katecholam in transam inaz, dehydrogenazy m leczanowej
i w ielu innych enzymów (41). Obecnie już praw ie wszystkie m etody 
stosowane rutynow o w laboratorium  klinicznym  zostały zaadoptow ane 
do autoanalizatorów . .

Firm a Technicon organizuje sympozja poświęcone najnow szym  osiąg­
nięciom lub ściśle określonym  zagadnieniom  z dziedziny analizy au tom a­
tycznej. W 1966 roku omówiono w Londynie autom atyczne m etody b a ­
dania aminokwasów, a sympozja w Nowym Jorku  i w Paryżu były  prze­
glądem  najnow szych osiągnięć w dziedzinie analizy autom atycznej — 
nie tylko w biochemii klinicznej — ale również w chemii farm aceutycz­
nej, przem ysłowej, rolnej i w biochemii m ikroorganizmów. O aktualnych  
możliwościach w ykorzystania autoanalizatorów  w praktyce labo ra to ry j­
nej najlepiej zorientuje tablica 2.

V. Perspektywy

Postęp w dziedzinie apara tu ry  laboratory jnej gwałtow nie zm ierza 
w kierunku autom atyzacji badań, trudno jednak przewidzieć czy zdoła 
on zahamować narastające dysproporcje między potrzebam i a m ożliwoś­
ciami prowadzenia badań w laboratoriach klinicznych.

Ulepszenia autoanalizatorów  polegają na zwiększeniu ilości oznaczeń 
z jednej próbki oraz jeszcze pełniejszym  zautom atyzow aniu czynności.

W roku 1964 Skeggs i H ochstrasser tak  dobrali zestaw aparatów  do 
autoanalizatora, że można nim  było wykonać 8 różnych oznaczeń z jednej 
próbki, a W h i t e h e a d  (41) udoskonalił ten  system  przystosow ując 
go do 12 oznaczeń (SM A - 12 =  Segmential Multiple Autoanalyser) 
(rysunek 7). K olorym etr tego urządzenia pozwala oceniać równocześnie

10 P ostęp y  B iochem ii http://rcin.org.pl
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12 próbek w różnych zakresach w idm a, a w yniki zostają zapisane na 
papierze o takiej kalibracji, że można je bezpośrednio odczytać. 
W ydajność S M A - 12 wynosi 1200 oznaczeń na 8 godzin.

Są też możliwości zastąpienia zapisu graficznego zapisem cyfrowym. 
W yniki otrzym ane m etodą autom atyczną przenosi się na taśm ę lub kartę  
dziurkow aną, k tóra w raz z inną dokum entacją chorego zostaje przeka-

O C B IE RAL NI K

ST RU M IE Ń  2

STRUMIEŃ 3

STRUMIEŃ 4

STRUM IEŃ  5

KO FE 
POWI

IN* ---o-- 1
ETRZE------O ----- 1 _asusL

H A & A
P O W I E T R Z E

JUM_

BARWN.CO2 ■
-MSL

5U63TRAT
POWIETRZE

S U Ł 5 T R M
POWIETR ZE

BARWNIK 
A M I N O A K IT Y PI RY N *

KOLUMNA
3 7 - C

'IMSUL

J U M L
K 3 F e ( C N ) 6 -

K REOZOPT*L£INI*N
P O W I E T R Z E

STRUMIEŃ  7

STRUMIEŃ 7 *

STRUMIEŃ 7B

STRUMIEŃ 7C

BIURET
POW IE TRZ E JML
BARWN.NI,- 

POWIETRZE -

NEOCUPROIN*-  
P O W I E T R ZE  -
ALK . CU -

B A R W N .  GL 
P O W I E T R Z E

-gflflg.

Bil. 
600  n m

Alb.
55 0  nm

COi
5 50  n m

A M I N O -  
T R A N S F  

ASPARAG 
5 5 0  nm

Alk FOSF. 
5 05  n m

Ca
5B0 n m

Cl-
4 8 0 n n i

Rys. 7. Schemat automatycznego oznaczania równocześnie 12 różnych składników (41)

zana elektronow ej m aszynie m atem atycznej do „zapam iętania” . W pro­
w adzenie m aszyn m atem atycznych otw iera nowe perspektyw y rozwo­
jowe — nie tylko dla laboratorium , ale i dla szpitali.

O statn i VI Kongres Chemii K linicznej w M onachium, a jeszcze bar­
dziej M iędzynarodow a W ystaw a L aboratory jnej Techniki Pom iarowej 
w Chemii (ILM A C ) w Bazylei, k tóre odbyły się w 1966 r. były  okazją do
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pokazania najnow szych osiągnięć w dziedzinie autom atycznej ap a ra tu ry  
laboratory jnej. A paraty  oferowane przez am erykańską firm ę Joyce-Loebl  
oparte były na nieco innej zasadzie niż autoanalizatory  Technicon.  
Przedstaw iono m iędzy innym i aparat o nazwie Chromoscan-Dubosnam, 
k tó ry  służy do autom atycznego pom iaru szybkości reakcji przebiegającej 
w 15 różnych próbkach umieszczonych na obrotow ym  bębnie. N apełnia­
nie, przepłukiw anie i opróżnianie kuw et jest całkowicie autom atyczne, 
a w yniki zapisuje się graficznie. A parat ten  przystosow any jest rów nież 
do badań w ultrafiolecie. Inny aparat tej firm y pod nazwą Mecolab 
zbudowany podobnie, ma dodatkowe urządzenia; najw ażniejszym  jest 
elektronow a m aszyna licząca, um ożliw iająca zapis w postaci dziurkow anej 
taśm y lub cyfrowy. Zapis graficzny służy w tym  typie autom atycznej 
analizy jedynie dla celów kontrolnych. Cyfrowy zapis jest dw ubarw ny. 
Można dowolnie dobierać kolor, na przykład czarny dla prób badanych, 
a czerwony dla standardów , lub czarny — dla w yników  fizjologicznych, 
a czerwony dla patologicznych. W ydajność Mecolabu wynosi 300 analiz 
na godzinę. Ta w ydajność jednak w w ielu w ypadkach nie jest w ysta r­
czająca. W związku z coraz większym  rozw ojem  chrom atografii istn ieje  
zapotrzebowanie w laboratorium  biochem icznym  na aparaty  o w ydajności 
paru  tysięcy próbek na godzinę.

Można już teraz wyobrazić sobie, że za parę lat laboratorium  kliniczne 
zmieni zupełnie swój w ygląd oraz rodzaj zatrudnionych pracowników. 
Będzie coraz bardziej przypom inało stację dyspozytorską. A para tu ra  
autom atyczna, coraz bardziej w ydajna, jest też coraz bardziej skom pli­
kowana i wym aga obsługi przez pracow ników z w ykształceniem  tech­
nicznym. Firm a Boehringer  zachęca do robienia co pewien czas zdjęć 
laboratoriów  dla przekonania się, jak  szybko i jak  dalece zm ieniają one 
swój wygląd. Nie należy jednak zapominać, że ciągłe unowocześnianie 
laboratoriów  pociąga za sobą bardzo w ielkie koszty.
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W ŁO D ZIM IERZ OSTROWSKI*

George Hevesy 

Twórca metod izotopowych w badaniach biochemicznych

Zastosowanie izotopów jako znaczników w badaniach procesów che­
micznych, biochemicznych oraz w m edycynie klinicznej jest ściśle zw ią­
zane z życiem i działalnością naukową prof. George Hevesy’ego. H istoria 
kariery  naukowej tego badacza pełna była ciągłych niepowodzeń, które 
jednak zawsze staw ały się początkiem  sukcesu naukowego. Po latach tych 
zmagań, Hevesy otrzym uje nagrodę Nobla za rok 1943 „za pracę nad 
zastosowaniem izotopów jako znaczników w badaniach procesów che­
m icznych”.

Urodził się w Budapeszcie 1 sierpnia 1885 r. jako syn urzędnika 
dworu cesarskiego. S tudiuje najpierw  na U niw ersytecie w Budapeszcie, 
następnie na Politechnice w Berlinie i kończy studia we F ryburgu 
w 1908 r., gdzie otrzym uje stopień doktora nauk przyrodniczych. Przez 
dwa lata jest asystentem  na Politechnice w Zurychu u Ryszarda Lorenza, 
a potem odbywa krótki staż u Fritza H abera w K arlsruhe. W 1911 r. 
udaje się do laboratorium  Ernesta R utherforda na Uniwersytecie w M an­
chester, gdzie jako tem at pracy otrzym uje zadanie rozdziału radu  
D (210Pb) od dużych ilości trw ałego izotopu ołowiu. Po wielu m iesiącach 
bezowocnych prób Hevesy stw ierdził, że rozwiązanie tego zagadnienia 
jest niemożliwe, gdyż rad  D ma takie same własności chemiczne jak  
zwykły ołów — sam bowiem rad D, o masie 210, jest tylko izotopem 
ołowiu. Podczas tych doświadczeń zrodziła się u Hevesy’ego koncepcja 
śledzenia procesów chemicznych przy użyciu związków znakowanych 
izotopami radioaktyw nym i, lub różniącym i się masą izotopów stałych. 
W ten sposób Hevesy opracow uje nową metodę badania procesów che­
micznych i biologicznych — metodę rozcieńczenia izotopowego — później 
znacznie rozw iniętą przez samego autora (1) i powszechnie dziś stosowaną 
przy badaniu procesów m etabolicznych. W 1913 r. Hevesy otrzym uje 
stanowisko w ykładowcy na U niw ersytecie w Budapeszcie, kontynuując 
równocześnie swoje badania w zakresie chemii nieorganicznej i fizycznej 
w Instytucie Radowym w W iedniu. Tu wraz z F. Panethem  przeprowadza

* Doc. dr, Kierownik Katedry Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej 
w Krakowie.
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klasyczne badania nad rozpuszczalnością soli oraz szybkością w ym iany 
atomów pomiędzy ciałam i stałym i i roztworam i. Badania te uczeni p rze­
prowadzali już przy użyciu natu ra lnych  radioaktyw nych izotopów Pb i Bi 
jako znaczników.

Podczas I W ojny Światowej Hevesy odbywał służbę wojskową w arm ii 
austrow ęgierskiej biorąc udział w licznych kam paniach wojennych. Po 
zakończeniu w ojny zostaje m ianowany profesorem  na Uniwersytecie 
Budapeszteńskim , ale po dwu latach pracy na tym  stanow isku opuszcza 
W ęgry i udaje się do Laboratorium  Nielsa Bohra w Kopenhadze. P rzy  
w spółpracy z Brónstedem  osiąga preparatyw ny rozdział izotopów rtęci 
oraz chloru. Bada w ym ianę atomów pomiędzy dwoma różnym i związkami 
ołowiu — ołów z chlorku ołowiu wym ienia się z Pb w azotanie ołowiu, 
czyli między solami czterowartościowego ołowiu; natom iast zupełnie nie 
ulega wym ianie z takiego połączenia jak  czterfoenylan ołowiu (2). Podobnie 
nie ulega wym ianie atom  fosforu pomiędzy kwasem fosforowym  a jego 
organicznym i estram i (3, 4). W 1922 r. Coster i Hevesy w ykryli nieznany 
dotychczas pierw iastek należący do szeregu cyrkonu i toru  o liczbie po­
rządkow ej 72 i nazwali go hafnem . Hafn w ystępuje w m inerałach cyrko­
nowych w niezm iernie drobnych ilościach i został najp ierw  odkryty, 
zgodnie z teorią Moseleya, na podstaw ie w idm a rentgenowskiego. Oddzie­
lenie hafnu od cyrkonu z uwagi na duże podobieństwo ich własności było 
jednym  z najtrudniejszych  zagadnień chemii nieorganicznej. Dokonano 
tego przez w ielokrotną krystalizację cząstkową podwójnych fluorków: 
(NH4)2Z rF6 i (NH4)2H fF6, jako że ten  ostatni nieco łatw iej rozpuszcza się 
w wodzie.

Następny rok, 1923, był również szczęśliwy dla Hevesy’ego. Przepro­
wadza słynny eksperym ent nad absorpcją i rozmieszczeniem toru B 
(radioaktyw ny izotop ołowiu) w organizmie roślinnym  (5), k tóry  stał się 
klasycznym  przykładem  zastosowania izotopów w badaniach biologicz­
nych. Korzenie fasoli zanurzył w roztworze o określonym  stężeniu to ru  B 
w postaci azotanu ołowiu. Od rośliny oddzielił następnie korzenie, łodygę
i liście i za pomocą elektroskopu m ierzył w nich natężenie rad ioaktyw ­
ności. Zmieniało się ono w zależności od stężenia radioaktyw nego azotanu 
ołowiu w środowisku zew nętrznym . Następnie przeniósł znakowaną 
roślinę do roztw oru nie aktyw nego azotanu ołowiu, zawierającego znacz­
nie więcej Pb niż środowisko z torem  B i po pewnym  czasie stw ierdził, 
że praktycznie cała radioaktyw ność rośliny przeszła do roztw oru zew­
nętrznego. Zaszła zatem  w ym iana Pb radioaktyw nego z nieradioaktyw - 
nym, podobnie jak  i innych soli zaw artych w roślinie. Ta część doświad­
czenia Hevesy’ego była później punktem  w yjścia dla badań. R. Schoen- 
heim era i D. R ittenberga nad dynam icznym  stanem  składników  ustro ju , 
koncepcją, która m iała ogromne znaczenie w biochemii dla zrozum ienia 
stałości w ew nętrznej organizacji ustro ju  i utrzym ujących ją  m echaniz­
mów.
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Inny  eksperym ent przeprowadzony przez Hevesy’ego, a nie opisany 
w litera tu rze  naukow ej, świadczy o bardziej praktycznym  um yśle ba­
dacza. Przez pewien czas jadał w stołówce, w której jakość podawanych 
potraw  budziła w nim  podejrzenie. Pewnego dnia przyszedł na obiad 
z drobną ilością radioaktyw nej substancji i posypał nią kaw ałek mięsa, 
k tóry  pozostawił na talerzu. Następnego dnia usiadł przy tym  samym  
stole, ale uzbrojony w licznik Geigera. K iedy podano m u jakieś danie 
m ięsne, bez trudności stw ierdził, że otrzym ał potraw ę z tego samego 
kaw ałka mięsa, k tóre poprzedniego dnia pozostawił na talerzu. Oczy­
wiście Hevesy zmienił m iejsce stołowania się.

W następnych latach Hevesy publikuje szereg dalszych badań nad 
m etabolizmem, absorpcją, rozmieszczeniem, w ydalaniem  ołowiu, bizm utu
i toru w tkankach zwierzęcych (6, 7, 8). Badania te były  rzecz prosta 
ograniczone tylko do natu ra lnych  izotopów radioaktyw nych cięższych 
pierwiastków , k tórych nie było wówczas zbyt wiele i w badaniach biolo­
gicznych nie przedstaw iały szczególniejszego znaczenia.

W 1926 r. Hevesy został m ianow any profesorem  chemii fizycznej na 
U niw ersytecie we F ryburgu  i pozostawał na tym  stanow isku do 1934 r. 
Potem  powrócił do In sty tu tu  Bohra i z 3-letnią przerw ą w okresie 
II W ojny Światowej przebyw ał tam  do 1952 r.

W 1913 r. Hevesy będąc przejazdem  w M anchester i pijąc herbatę 
w tow arzystw ie M oseleya rzucił uwagę, że byłoby bardzo in teresującym  
zbadać losy cząsteczek wody po dostaniu się ich do organizm u z prze­
wodu pokarmowego. M oseley dość sceptycznie się zapatryw ał na możli­
wość przeprowadzenia takiego doświadczenia, jako że wówczas nie znano 
izotopów wodoru ani tlenu , którym i by można znaczyć cząsteczki wody. 
Ale upłynęło zaledwie 20 lat i Hevesy publikuje w  1934 r. ważne prace 
nad zastosowaniem  ciężkiego wodoru w badaniach m etabolicznych (9, 10,, 
31), dotyczące zwłaszcza stosow ania m etody rozcieńczenia izotopowego 
dla określania przestrzeni ciała (body compartments) oraz szybkości u sta­
lania się równowagi pom iędzy wodą podaną a wodą przestrzeni poza- 
kom órkowej (11). Badania H evesy’ego, H ahna i Jacobsena (12, 13) w y­
kazały, że równowaga ta  ustala  się już w ciągu kilku m inut, podczas gdy 
wym ieszanie się z całą wodą ustro ju  zachodzi w ciągu około godziny. 
W yjaśnienie tego zagadnienia stało się możliwe dzięki badaniom
H. C. U rey’a w 1931 r., k tó ry  odkry ł deuter, a następnie ciężki azot — 15N.

O trzym anie sztucznych izotopów radioaktyw nych przez małżeństwo 
Joliot-C urie w 1934 r. dzięki zastosowaniu neutronów  ze źródła radow o- 
berylowego, rozpoczęło właściwą erę badań biologicznych przy użyciu 
atomów znaczonych, a liderem  grupy badaczy stosujących tę metodę był 
Hevesy. Po otrzym aniu pierwszych, śladow ych ilości 32P, publikuje  
w 1935 r. wraz z Chievitzem  w yniki badań nad przem ianą tego p ier­
w iastka w organizmie zwierzęcym  (14, 32). Następnie w spółpracując 
z polskimi biochemikami Parnasem  i Baranow skim  przeprowadza k ia -
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syczne badania przem ian cukrow ych i tak  zwanego końcowego cyklu 
spalań w komórce przy użyciu radioaktyw nego fosforu (15, 16). Za po­
mocą tego samego izotopu i znakowanego octanu bada przem ianę tłusz­
czów, w ykazując, że składniki fosfatydów  — zasady organiczne, kwasy 
tłuszczowe i kwas fosforowy — m ają różny czas odnowy, choć cała 
cząsteczka fosfotłuszczowa charakteryzuje się również określonym  czasem 
biologicznego trw ania  w organizmie. W prowadza pojęcie biologicznego 
okresu życia pierw iastków  i związków chemicznych oraz pojęcie czasu 
odnowy, które to zagadnienia m ają pierwszorzędne znaczenie w bada­
niach m etabolicznych współczesnej biochemii (17, 18, 19).

W tym  czasie i w następnych latach Hevesy przeprowadza wiele 
istotnych doświadczeń ze znakowanym i substancjam i w zakresie dyna­
m icznych procesów żywego ustroju. W prowadza radioaktyw ny fosfor do 
określenia czasu odnowy kwasów nukleinow ych (20, 21). W ykazuje 
m iędzy innym i, że RNA w ątroby jest metabolicznie około 33 razy b a r­
dziej aktyw ny niż DNA w tym  sam ym  narządzie (22). Stw ierdza również, 
że RNA jądra  komórkowego o wiele szybciej w budow uje 32P  niż RNA 
innych frakcji komórki. W budowywanie fosforanu oraz adeniny do RNA 
w ątroby rosnących zw ierząt jest znacznie żywsze niż zw ierząt dojrzałych 
(23).

W raz z Hansem  Eulerem , z którym  bardzo ściśle w spółpracuje przez 
ostatnie 10 lat swego życia, bada syntezę kwasów nukleinow ych w tk an ­
kach nowotworowych (24, 25), w pływ  prom ieniowania X na organizm y 
żywe (26), wpływ form y podanego izotopu na jego aktyw ność biologiczną 
(21) i rozw iązuje wiele innych zagadnień biochemicznych. K onstrukcja 
cyklotronu w 1932 r. przez E. O. L aw rance’a, a w 10 lat później u ru ­
chomienie pierwszego reaktora  atomowego przez E. Fermiego i jego 
współpracowników spowodowało znaczne zwiększenie asortym entu  izo­
topów, które mogły być w ykorzystane w badaniach biologicznych. Hevesy 
szeroko opracow uje zdolność w ym iany i odkładania Ca w kościach 
zw ierząt laboratoryjnych stw ierdzając, że aktyw ność właściwa w ydala­
nego w apnia stopniowo w zrasta po podaniu nieaktyw nego izotopu, ale 
radioaktyw ny w apń w kości zasadniczo nie może być całkowicie w ym ie­
niony (27). Również sód kości, stanow iący około 20—25°/» tego pierw iastka 
całości ustro ju , praw ie nie ulega w ym ianie (28). Następnie Hevesy za j­
m uje się m iędzy innym i takim i zagadnieniam i, jak  określanie czasu życia 
erytrocytów  na podstaw ie niskiej aktyw ności m etabolicznej DNA (29), 
o trzym uje biosyntetycznie hemoglobinę znakowaną 59Fe (21), bada prze­
m ianę żelaza w organizmie dojrzałym  i u płodu (30).

Do końca swego życia — zm arł 5 lipca 1966 r. we Freiburgu, w wieku 
lat 81 — Hevesy podejm ował i przeprow adzał wiele ciekawych i ważnych 
doświadczeń z izotopami, za co otrzym ał liczne odznaczenia i nagrody. 
Poza nagrodą Nobla posiadał M edal Królewskiego Tow arzystw a Chemicz­
nego (jedyny nie B rytyjczyk obdarzony tą dystynkcją). W 1959 r. otrzy-
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rnał nagrodę w S tanach Zjednoczonych za zastosowanie energii atomowej 
do celów pokojowych. Był członkiem wielu tow arzystw  naukowych 
a honorowali go wszyscy, którzy mieli możliwość zetknąć się z nim  oso­
biście.
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Komunikaty

VI Zjazd Polskiego Tow arzystw a Biochemicznego odbędzie się w Ol­
sztynie w dniach od 25 do 27 lipca 1968 roku. W ram ach Zjazdu odbę­
dzie się sym pozjum  na tem at ,,Biosynteza białka — struktura i junkcja  
makromolekuł i elementów subkomórkowych” oraz obrady w sekcjach 
na tem aty  dowolne.

Bliższe inform acje zostaną podane w osobnym  kom unikacie K om ite­
tu  Organizacyjnego Zjazdu.

V Zjazd FEBS odbędzie się w Pradze w dniach od 15 do 20 lipca 
1968 roku.

Program  Zjazdu obejm uje:
1. Sympozjum: Regulacje biochemiczne

a. horm ony peptydowe
b. kontrola przez sprzężenie zwrotne
c. antym etabolity

2. Sym pozjum : Im m unochem ia — stru k tu ra  i funkcja y-globulin
3. Kolokwium: Izoenzymy
4. Kolokwium: M etabolizm leków
5. Kolokwium: Transport przez błony lub m itochondria
6. Wolne doniesienia
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Post . Biochem .  14, 155—157 (1968).

RECENZJE

D. D. Mark i A. Zimmer: Atlas of Clinical Laboratory Procedures.
Vol. I. Clinical, Chemistry Wydawca: MacGraw-Hill Book Comp. New York, Toronto, Sydney,

London. 1967. Stron 185.

Książka ta jest dość osobliwym podręcznikiem z zakresu biochemii klinicznej, 
bowiem przedstawia metody analityczne zarówno w  formie opisowej, jak i ilustra­
cyjnej. Możnaby oczywiście dyskutować, czy tego rodzaju forma książki upoważnia 
autorów do nazwania jej atlasem. Pomysł jest jednak oryginalny i na pewno 
przyczyni się do większego uprzystępnienia metod zalecanych przez autorów. Są one 
proste, łatwe do wykonania i zdały egzamin w  wieloletniej praktyce.

Książka dzieli się na część ogólną omawiającą podstawowe zagadnienia z zakresu 
chemii analitycznej oraz na część metodyczną obejmującą opis metod stosowanych 
do badania różnych składników chemicznych przeważnie we krwi i w  moczu. 
Sposób przedstawienia ich jest przejrzysty, zwięzły i uporządkowany, prawie sche­
matyczny — typowy zresztą dla anglosaskich podręczników laboratoryjnych. Każdy 
opis zawiera: omówienie reakcji chemicznej, najczęściej również w  formie wzorów, 
dane odnośnie próbki materiału, sposobu przygotowania odczynników i postępowa­
nia analitycznego, wartości prawidłowe oraz interpretację kliniczną, a ponadto piś­
miennictwo.

Część ilustracyjną stanowią proste i instruktywne rysunki odpowiadające po­
szczególnym etapom postępowania analitycznego i wskazujące najwłaściwszy sposób 
jego wykonania. Dzięki temu książka staje się cennym podręcznikiem do nauki 
wykonywania analiz metody zostały bowiem nie tylko opisane, ale również pokazane.

Dobór analiz obejmuje najważniejsze badania ze stosowanych obecnie w labo­
ratoriach szpitalnych i klinicznych. Można mieć jedynie zastrzeżenia odnośnie 
wyboru niektórych metod przez autorów. Na przykład oznaczanie bilirubiny metodą 
Jendrasika—Cleghorna—Grofa wydaje się dogodniejsze niż podana przez autorów  
metoda Malloya i Evellyna. Metoda oksydymetryezna Clarka i Collipa do ozna­
czania wapnia została już od dawna prawie wszędzie zastąpiona jedną z metod 
kompleksometrycznych lub kolorymetryczną z użyciem kwasu p-chloroanilino- 
wego. Manometryczne oznaczanie COz można zastąpić oznaczaniem kolorymetrycz­
nym zasobu zasad. Na miejsce dość kłopotliwego do wykonania (w naszych warun­
kach) testu kefalinowo-cholesterolowego lepiej może byłoby podać jeden ,z bardziej 
dostępnych odczynów zmętnieniowych, na przykład odczyn Takata—Ary. Do ozna­
czania cholesterolu całkowitego wygodniejsza od polecanej przez autorów metody 
Lefflera jest metoda Pearsona, w  której nie trzeba ekstrahować surowicy izopropa- 
nolem. Do oznaczania glukozy byłoby lepiej stosować prostą metodę z użyciem  
o-toluidyny, zamiast redukcyjnej metody Nelsona—Somogyi. Podobnie żelazo nale­
żałoby oznaczać nowoczesną metodą opartą na reakcji barwnej z bathofenantroliną. 
Dobrze byłoby też podać dla niektórych enzymów aktywność w  milijednostkach 
międzynarodowych.

Poza drobnymi błędami drukarskimi (str. 30: dla roztworu standardowego bromu 
podano 100 g — zamiast 100 mg; str. 125: wytrząsanie 10 ml eteru z 1 ml 10% KI —
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zamiast KJ) książka zredagowana jest bardzo starannie. Posiada format A3, a więc 
typowy dla atlasów. Rysunki zyskałyby może na estetyce, gdyby były nieco mniejsze. 
Książka stanowi oryginalną i cenną pozycję dydaktyczną w  zakresie biochemii 
klinicznej.

Jan Hankiewicz

K. Lissak, E. Endróczi, The Neuroendocrine Control of Adaptation,
Pergamon Press, 1965; stron 175.

Recenzowana monografia wraz z wykazem literatury i indeksem autorów obej­
muje 175 stron oraz liczne oryginalne tablice i schematy. Monografia stanowiąca
25 pozycję sekcji: Nowoczesne Kierunki w  naukach fizjologicznych międzynarodowej 
serii monografii w  dziedzinie biologii czystej i stosowanej, zawiera dziewięć roz­
działów. Przedstawiono w  nich obok krótkich danych anatomicznych o układzie 
przysadkowo-nadnerczowym, sekrecję hormonu, adrenokortykotropowego (ACTH) 
oraz hormonów kory nadnerczy przez organizm w  stanie „spokoju” oraz „stres’u”, 
zdolności adaptacji ustroju do zmienionych warunków i rolę jaką w  tym procesie 
odgrywa układ nadnerczowo-przysadkowy i inne gruczoły o wewnętrznym w ydzie­
laniu (szczególnie tarczyca), regulację hormonalną uwalniania ACTH przez przy­
sadkę, rolę systemu nerwowego w sekrecji ACTH przez przysadkę, zależności między 
układem przysadkowo-nadnerczowym a strefą funkcji płciowych oraz niektóre za­
gadnienia patologii wywołanej zaburzeniami równowagi między czynnością nerwową 
a funkcją układu przysadkowo-nadnerczowego.

Opracowanie poszczególnych rozdziałów tak pod względem nagromadzenia 
w nich ^wiadomości jak i treściowego ujęcia jest potraktowane przez autorów  
z nierównomierną uwagą. Na przykład rozdział o wydzielaniu hormonów kory nad­
nerczy, ich przemianie i regulacji jest objętościowo bardzo szczupły i podaje 
znacznie mniej wiadomości niż konwencjonalne podręczniki. Natomiast znacznie 
obszerniejszy jest rozdział o regulacji wydzielania ACTH przez przysadkę. Naj­
obszerniej zaś i z uwzględnieniem najnowszych poglądów opracowany jest rozdział
o w pływie podwzgórza i systemu nerwowego na funkcję układu przysadkowo-nad­
nerczowego. Szczególnie cenne są dane o odruchach warunkowych i funkcji układu 
przysadkowo-nadnerczowego w  mechanizmie homeostazy. Autorzy próbowali stwo­
rzyć pomost między starą nauką Pawłowa a nowoczesnymi osiągnięciami w zakresie 
funkcji systemu nerwowego badanych za pomocą metod elektrofizjologicznych oraz 
sekrecji przysadki nadnerczy.

Wzajemną zależność między układami nerwowym i przysadkowo-nadnerczowym  
przedstawia również ostatni rozdział, w  którym omówiono niektóre zagadnienia 
patologii związane z dyskorelacją tych układów. Zawiera on kliniczne obserwacje 
różnych stanów psychopatycznych, związanych z zaburzeniami sekrecji nadnerczy 
lub przysadki, między innymi schizofrenii i niektórych stanów padaczkowych. 
W rozdziale tym omówiono także wyniki badań nad zmianami w encefalogramie 
(EEG) występującymi po usunięciu zwierzętom nadnerczy i zanikającymi pod wpły­
wem terapii hormonalnej oraz nad sekrecją przysadki i nadnerczy pod wpływem  
pobudzenia i hamowania układu nerwowego.

Autorzy przedstawili również doświadczenia własne oraz innych badaczy nad 
wpływem  hormonów nadnerczowych i innych hormonów sterydowych na odruchy 
warunkowe oraz na ogólny „behavior” zwierząt. Sądzą oni, że takie badania pozwolą 
poznać i zrozumieć funkcje systemu nerwowego w  mechanizmach homeostazy na 
tle środowiska zewnętrznego. Autorzy starają się być bardzo zwięźli, dążą do uogól­
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nień przedstawianych poglądów i raczej unikają dyskusji nad nimi; jak również 
stawiania przed czytelnikiem problemów otwartych. Taki sposób ujęcia monografii 
zakreśla równocześnie jej przeznaczenie i wybiera dla niej czytelnika. Dlatego też 
z dużym zainteresowaniem przeczyta omawianą książkę lekarz klinicysta oraz 
eksperymentator z zakresu pokrewnych dziedzin (fizjologii przemiany materii, 
termoregulacji, fizjologii „behavioru” oraz fizjologii reprodukcji).

E. Domański
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Komunikat nr 5/67 
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

Nowy Zarząd Główny Tow arzystw a został w ybrany  na W alnym  Ze­
b ran iu  w dniu 29 w rześnia 1967 roku. Skład Zarządu po ukonstytuow a­
niu przedstaw ia się następująco:
Prezes — prof. dr Zofia Zielińska
V -Prezes — doc. dr S tefan Angielski
Sekretarz  — doc. dr K rzyszto f Murawski
Zastępca Sekretarza — doc. dr Konstancja Raczyńska-

Bojanowska
Skarbnik  — doc. dr Włodzimierz Bicz
Zastępca Skarbnika — dr Anna Mazanowska
Pełnom ocnik do Spraw W ydaw ni­

czych — doc. dr Tomasz Borkowski  
Pełnom ocnik do Spraw  W spółpracy 

z innym i Tow arzystw am i Nauko­
wym i — doc. dr Józef Lisowski  

Pełnom ocnik do Spraw  Zebrań i
Zjazdów Naukowych — doc. dr Wacław Minakowski

Pełnom ocnik do Spraw  Szkolenia
i Popularyzacji — doc. dr Tadeusz Szczepkowski

Członek Zarządu — dr Irena Szumiel
Zastępcy Członków Zarządu — dr A. Dancewicz, doc. dr W. Dra-

bikowski, dr H. Filipek-Wender, 
doc. dr L. K łyszejko, doc. dr 
K. L. Wierzchowski  

K om isja Rew izyjna — prof. dr G. Bagdasarian, prof. dr
W. Mejbaum-Katzenellenbogen, 
prof. dr K. Zakrzewski.

Stałe dyżury Zarządu odbywają się w piątki w lokalu Towarzystwa 
przy  ul. F reta  16 w godz. od 18-tej do 20-tej. Spraw y ,,Monografii Bio­
chem icznych” oraz Kroniki ,,Postępów Biochemii” prowadzi doc. dr 
T. Borkowski, Lublin, ul. Lubartow ska 85 — K atedra Chemii Fizjolo­
gicznej A M.
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Post. B iochem .  14, 159—161 (1968).

SPRAW OZDANIA

Biochemia w Parazytologii 
Na marginesie IX Zjazdu Polskiego Towarzystwa Parazytologicznego 

(Katowice 18-21.V.1967)

Poraź pierwszy w  dziejach parazytologii polskiej wiodącym tematem Zjazdu 
PTP były dwa nowe, ściśle ze sobą związane kierunki: biochemii i immunologii paso­
żytów. Świadczy to o nowych tendencjach w  tej dyscyplinie, która do niedawna 
jeszcze posługiwała się przede wszystkim metodami opisowymi. W pierwszym dniu 
obrad dr W. Kucharczyk, Doc. dr M. Skotrczyński i Prof. dr J. Szaflarski (Katowice) 
wygłosili referat zespołowy na temat: „Niektóre współczesne problemy biochemiczne 
w parazytologii”, przedstawiając aktualny kierunek rozwojowy, a mianowicie sto- 
stowanie metod biochemicznych do rozwiązywania niektórych ważnych zagadnień 
w tej dyscyplinie. Kierunek ten obejmuje badania nad enzymami wewnątrzko­
mórkowymi samych pasożytów oraz nad biochemiczną odpowiedzią ustroju na za­
rażenie. Te ostatnie badania idą po dwu torach: pierwszy dotyczy wpływu inwazji 
pasożyta na szlaki metaboliczne żywiciela. Kierunek ten, czysto teoretyczny, 
w Polsce najintensywniej rozwijany w  Ośrodku wrocławskim z inspiracji Prof, 
dr Z. Kozara przy ścisłej współpracy z Zakładem Prof, dr W. M ejbaum-Katzenel- 
lenbogen, obejmuje badania metabolizmu kwasów organicznych, przemiany tłuszczo­
wej, cyklu Krebsa i innych. Drugi tor badań, praktyczny, dotyczy aktywności 
enzymów gospodarza w  różnych okresach zarażenia. Różnice ilościowe i jakościowe 
mogą wskazać na charakter procesu a dynamika zmian — przybliżyć do oceny 
wartości stosowanego leczenia, co jest oczywistym novum  w  parazytologii. W re­
feracie zastanawiano się również nad elementami warunkującymi dalszy rozwój 
tego kierunku parazytologii. Zaliczono do nich przede wszystkim sprawę napływu 
kwalifikowanej kadry biochemików. Referenci wskazali, że w  Polsce na 47 placówek  
zajmujących się zagadnieniami parazytologicznymi tylko w  6 pracują w ykw alifi­
kowani biochemicy, to też większość prac o charakterze biochemicznym z koniecz­
ności wykonywana jest w ramach współpracy międzyzakładowej. Referenci są zda­
nia, że należy podjąć zdecydowane kroki celem  zabezpieczenia stałego dopływu tej 
kadry do parazytologii, w  przeciwnym razie grozi zastój tego kierunku badań. Za 
drugi ba*rdzo ważny element autorzy uznają dobór odpowiednich zwierząt doświad­
czalnych, zrwłaszcza potrzebę prowadzenia doświadczeń na zwierzętach wolnych od 
określonej flory bakteryjnej (APF — Specific Pathogen Free) oraz zwierzętach 
jałowych (GF — Germfree).  Czynniki bakteryjne i pasożytnicze występujące bądź 
to jako flora współżyjąca z ustrojem żywiciela i warunkująca jego prawidłowy 
metabolizm bądź też jako flora patogenna zaburzająca jego fizjologiczną równowagę 
wpływają bowiem na zmiany biochemiczne w ustroju gospodarza. Warto zaznaczyć, 
że w  tym roku mija 30 lat od chwili kiedy N. Balzam opublikował swe historyczne 
już dzisiaj doświadczenia nad metabolizmem witamin u kurcząt hodowanych w  w a­
runkach jałowych. Było to pierwsze w Polsce doświadczenie przeprowadzone na 
odpowiednim materiale zwierzęcym. O znaczeniu tej sprawy świadczy fakt, że 
w ramach IX Zjazdu PTP odbyła się, pierwsza w Polsce, dyskusja „okrągłego stołu”
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poświęcona problemom gnotobiologii, na którą przybyli: V-ce Prezes PAN Prof. 
Dr W. Stefański, Sekretarz Naukowy Wydz. II PAN Prof. dr A. Drozdowicz oraz 
przedstawiciel Polski w  „ICLA” dr A. Drząszcz. Uczestnicy dyskusji obejrzeli kilka 
ciekawych filmów z tego zakresu oraz oryginalną aparaturę do hodowli zwierząt 
jałowych.

Ogółem na Zjazd wpłynęły 22 komunikaty zakwalifikowane do Sekcji Bioche­
micznej. Z pośród ważniejszych wymienić należy grupę referatów dotyczących bio­
chemii włośnicy. Ozierieckowskaja (Moskwa) przedstawiła wyniki zespołowych prac 
nad biochemiczną predyspozycją larw włośni do pewnych grup mięśniowych. 
Zagadnieniu odpowiedzi tkankowej na zarażenie larwami tego samego pasożyta 
poświęcony był referat Prof. dr Zarzyckiego i wsp. (Wrocław). Autorzy stwierdzili, 
że pod wpływem  zarażenia włośniami zaatakowane włókna mięśniowe znacznie 
silniej wbudowują 32P, przy czym udział jąder komórkowych w  tym procesie suge­
ruje pewną rolę kwasów nukleinowych. Interesujące było również zaobserwowane 
wbudowywanie 32P do włókien nerwowych w  rejonie mięśni zaatakowanych przez 
włośnie. Rozmieszczenie polipeptydów i glikoproteidów w  włóknach mięśniowych  
w  doświadczalnej włośnicy omówili Prof. dr W. Mejbaum-Katzenellenbogen i inni 
(Wrocław). Stwierdzili oni, że w zarażonej tkance mięśniowej pojawia się duża 
grupa substancji białkowych tworzących wyraźną, elektroforetycznie odrębną frak­
cję (F-4). Odczyny histo- i cytoenzymatyczne w  doświadczalnej włośnicy omówili 
w 2 doniesieniach Prof. dr Z. Kozar i Dr Seniuta (Wrocław) zwracając uwagę, że 
odczyny cytoenzymatyczne w  pasożycie są znacznie silniejsze aniżeli w otaczają­
cych włóknach mięśniowych i podkreślając znaczenie zachowania się szeregu de­
hydrogenaz i reduktaz. Dr Seniuta (Wrocław) stwierdziła także wzrost aktywności 
szeregu specyficznych fosfataz. Aktywność enzymów w  surowicy krwi chorych na 
włośnicę omówił w  swym referacie dr Dziewit i wsp. (Chorzów) a także dr T. Ko­
zak (Zabrze). Doc. dr A. Ramisz i wsp. (Kraków) omówili wpływ „Tiguvonu” na 
aktywność esteraz cholinowych w  doświadczalnej włośnicy oraz esterazę acetylo- 
cholinową u Fasciola hepatica. Stwierdzili oni, że układ nerwowy u F. hepatica 
jest typu cholinoergicznego, a rozrodczość pasożytów jest w dużej mierze uwarun­
kowana aktywnością tego enzymu. Proponowano przyjąć aktywność esterazy ace- 
tylocholinowej jako wskaźnik skuteczności niektórych związków organicznych 
fosforu w zwalczaniu robaków pasożytniczych. Badania Doc. dr M. Skorczyńskiego 
i wsp. (Katowice) oraz dr A. Minor i wsp. (Zabrze) dotyczyły zachowania się sze­
regu enzymów w przebiegu zarażenia pasożytem Lamblia intestinalis. Na podstawie 
aktywności enzymów oceniali oni wyniki postępowania leczniczego. Drugą grupę 
badań stanowiły doniesienia z dziedziny biochemii pasożytów. Dr J. Kubistova
i wsp. (Praga) przedstawili interesujące wyniki dotyczące związków fosforowych, 
a zwłaszcza fosforanów adenozyny i fosfagenów iu szeregu robaków. Badania te sta­
nowią część systematycznych badań prowadzonych przez dr Kubiśtovą w ośrodku 
praskim. Doc. dr T. Niebroj i dr Z. Wojdała (Katowice) omówili cytochemiczną 
strukturę pierwotniaka Toxoplasma gondii. Stwierdzono, że ten niebezpieczny pa­
sożyt jest względnym beztlenowcem o cytoplazmie bardzo zróżnicowanej pod wzglę­
dem rozmieszczenia i aktywności wielu enzymów. Dr N. P. Łukaszenko i wsp. 
(Moskwa) przedstawili obserwacje nad cytochemiczną lokalizacją enzymów u A. 
multilocularis (Leuckart, 1863). Dr Łukaszenko mówił też o . lokalizacji DNA oraz 
zmianach ilościowych glikogenu w zależności od fazy rozwojowej pasożyta. Dr 
Cz. Jabłonowska (Olsztyn) omówiła wpływ stressu parazytogennego i awitaminozy 
C na poziom kwasorozpuszczalnych frakcji fosforowych. Doc. dr A. Guttowa (War­
szawa) przedstawiła zmiany zawartości różnych aminokwasów w  płynach celoma- 
tycznych u Eudioptomus gracilis pod wpływem  obecności larw Triaenophorus no- 
dulosus. Autorka stwierdziła, że zakażenie oczlików pociąga za sobą znaczny spa­
dek ilości wolnych aminokwasów oraz powoduje przesunięcia w  ich składzie. Pod­
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sumowując obrady sekcji biochemicznej Prof. dr J. Szaflarski zwrócił uwagę nie 
tylko na fakt systematycznej penetracji biochemii do różnych dyscyplin nauk ści­
słych, ale także na duże znaczenie tych badań dla dalszego rozwoju parazytologii. 
Ogromne zainteresowanie parazytologów biochemią jest jeszcze jednym — wciąż 
nie wszędzie docenianym — dowodem uniwersalizmu biochemii w  naukach biolo­
gicznych. Opublikowanie tej krótkiej notatki w  Postępach Biochemii przyczyni się 
napewno do zwrócenia większej uwagi biochemików na nowe możliwości i kierunki 
działania.

W. Kucharczyk
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